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RESUMO 
 

 
NEVES, C.S. Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen (Ginseng brasileiro): 

citogenotoxidade no ensaio de Allium cepa. Dissertação (Mestrado em 

Ciências Biológicas) – Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013. 

 

O uso de plantas com fins terapêuticos é uma das práticas mais antigas da 

humanidade e foi reconhecido pela Organização Mundial de Saúde em 1978. 

No entanto, sabe-se que o uso indiscriminado de plantas medicinais em doses 

excessivas pode trazer prejuízos à saúde humana. Os principais efeitos 

adversos em resposta ao uso de plantas medicinais são a toxidez, diferenças 

no índice de células em divisão e a indução de alterações cromossômicas. P. 

glomerata é popularmente conhecida como ginseng brasileiro, por apresentar 

propriedades farmacológicas semelhantes ao ginseng coreano (Panax ginseng 

C. A. Mey). A espécie é geralmente empregada como tônico, afrodisíaco, no 

tratamento de doenças reumáticas, anti-estresse e anti-diabético. Diversos 

ensaios biológicos que empregam organismos como bioindicadores estão 

disponíveis para a avaliação destes efeitos, sendo Allium cepa um dos mais 

empregados. O teste de A. cepa foi utilizado no presente trabalho com o 

objetivo de avaliar os efeitos citogenotóxicos de extratos de Pfaffia glomerata. 

Foram testados dois tipos de extratos de raízes: metanólico e aquoso, em 

concentrações que variaram de 8 a 256 mg/mL. Ensaios de germinação e 

crescimento radicular foram realizados pelo período de oito dias e os ensaios 

de citogenotoxidade foram feitos nos períodos de 24, 48 e 72h de exposição. 

As lâminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com 

Giemsa 5%. Os resultados mostraram inibição da germinação de sementes 

após exposição ao extrato metanólico e redução do comprimento das raízes, 

de forma dependente da dose. Foi observada inibição significativa dos índices 

mitóticos após exposição aos dois extratos, sendo o índice observado para o 

extrato metanólico ainda menor. Alterações cromossômicas foram observadas 

em todas as concentrações testadas, com maior frequência de cromossomos 



 

 

aderentes, formação de pontes em anáfase e telófase e também indução de 

micronúcleos. Os ensaios com Allium cepa mostraram ação tóxica e genotóxica 

tanto para o extrato aquoso de P. glomerata quanto para o extrato metanólico. 

Estes efeitos são provavelmente devido à presença de saponinas e 

ecdisteróides (β-ecdisona) nas raízes da espécie. O teste de Allium cepa com a 

substância β-ecdisona também mostrou efeito citogenotóxico. Sugere-se, 

portanto, o uso racional de raízes de P.glomerata com fins terapêuticos e a 

necessidade de estudos mais aprofundados acerca de seu potencial 

citogenotóxico.  

 
Palavras-chave: Allium cepa, alterações cromossômicas, ginseng brasileiro 
índice mitótico, Pfaffia glomerata. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

NEVES, C.S. Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen (Brazilian ginseng): 
cytogenotoxicity in the Allium cepa assay. Dissertation (Master in 
Biological Sciences) – Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013. 

 

The use of plants for therapeutic purposes is one of the oldest practices of 

mankind, and was recognized by the World Health Organization in 1978. 

However, it is known that the indiscriminate use of medicinal plants in excessive 

doses can be harmful to human health. The main adverse effects in response to 

the use of medicinal plants are the toxicity, differences in the rate of cell division 

and the induction of chromosomal aberrations. P. glomerata is popularly known 

as "Brazilian Ginseng" due it´s pharmacological properties similar to Korean 

ginseng (Panax ginseng C. A. Mey). The species is usually used as tonic, 

aphrodisiac, in the treatment of rheumatic diseases, anti-stress and anti-

diabetic. Several biological assays using organisms as bioindicators are 

available to assess these effects and Allium cepa is the most used. The A. cepa 

test was used in this study, with the aim to evaluate the citogenotoxic effects of 

P. glomerata extracts using A. cepa test model. Two different root extracts were 

tested: methanolic and aqueous, with concentrations ranging from 8 to 256 

mg/mL. Germination and root growth assays were performed for eight days and 

the citogenotoxic tests were performed during 24, 48 and 72 hours of exposure. 

Slides were prepared by the squash technique and stained with 5% Giemsa. 

The results showed inhibition of germination after exposure to methanolic 

extract and reduction of root length in a dose-dependent manner. Significant 

inhibition of mitotic index was observed after exposure to the two extracts, being 

the index for the methanolic extract even smaller. Chromosomal aberrations 

were observed at all concentrations tested and the most frequent abnormalities 

were chromosome adherence, bridges in anaphase and telophase and 

micronuclei. P. glomerata roots are rich in saponins and ecdysteroids, being β-

ecdysone it´s major component. The A. cepa model showed toxic and genotoxic 

effects for both extracts tested. These effects are probably due to the presence 

of saponins and ecdysteroids (β-ecdysone) in P. glomerata roots. The Allium 

cepa test showed that β-ecdysone also showed cytogenotoxic effects. It is 

suggested, therefore, the rational use of P.glomerata roots for therapeutic 

purposes and the necessity of further studies about its citogenotoxic potential. 

Key-words: Allium cepa, chromosomal aberrations, Brazilian ginseng, mitotic 

index, Pfaffia glomerata. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O uso de plantas medicinais com fins terapêuticos foi reconhecido pela 

Organização Mundial de Saúde em 1978 (YAMADA, 1998) e até hoje diversas 

espécies vegetais são utilizadas na medicina popular em todo o mundo (FRANCO et 

al., 2011). De acordo com Moraes et al. (2011), define-se como  planta medicinal  

todo vegetal que contém, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser 

empregadas para fins terapêuticos, ou seus precursores. Espécies vegetais são 

muito exploradas pela indústria farmacêutica, pois são uma importante fonte para a 

identificação, caracterização e isolamento de compostos biologiamente ativos. As 

plantas medicinais são empregadas com fins terapêuticos pela população para o 

tratemento de diversas enfermidades e podem ainda ser empregadas como 

pesticidas/herbicidas naturais, em substituição aos compostos sintéticos, que são 

poluentes e tóxicos para o meio ambiente. No entanto, é preciso considerar que seu 

uso indiscriminado e em doses excessivas pode trazer prejuízos à saúde humana. 

Por isso, é indispensável o conhecimento detalhado tanto acerca das características 

morfológicas e botânicas das espécies quanto sobre sua composição química e 

seus efeitos sobre as células de organismos vivos.  

 Entre os possíveis efeitos adversos do uso de plantas medicinais estão as 

lesões causadas sobre o material genético e/ou alterações sobre o ciclo celular, 

conjuntamente denominados de efeitos citogenotóxicos (MAHMOOD et al., 2012). 

Esses efeitos podem ser investigados através de ensaios biológicos que utilizam 

diferentes organismos indicadores, dentre eles bactérias, insetos, poliquetas, peixes, 

anfíbios, roedores, humanos e diversas espécies vegetais (NOLDIN et al., 2003). 

Considerando os modelos vegetais, pode-se citar o sistema de teste de Allium cepa 

como um dos testes mais utilizados para avaliar efeitos citogenotóxicos de 

substâncias químicas e amostras ambientais (LEME e MARIN-MORALES, 2009). O 

teste de A. cepa, descrito em 1938 por Levan, baseia-se no uso de células 

meristemáticas da raiz de cebola para a avaliação dos efeitos citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos e apresenta vantagens por permitir a avaliação 

simultânea de diversos parâmetros, como os efeitos sobre a germinação e sobre o 
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índice mitótico, a presença de alterações cromossômicas e nucleares e ainda a 

formação de micronúcleos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; OLIVEIRA et al., 

2012a; ONYEMAOBI et al., 2012). 

Diversos trabalhos tem avaliado o efeito citogenotóxico de produtos de origem 

vegetal utilizando o ensaio de Allium cepa, como os extratos aquosos de Derris 

rariflora (POLETTO et al., 2011), Helicrysum plicatum (EROGLU et al., 2010) e 

Passiflora alata (BOEIRA et al., 2010), da polpa dos frutos de Malphighia glabra L. 

(DUSMAN et al., 2012), extratos etanólicos de Maytenus rigida e Aristolochia 

birostris e óleos essenciais de espécies de Heterothalamus spp. (SILVA et al., 

2011a) 

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos citogenotóxicos 

dos extratos metanólico e aquoso da espécie vegetal Pfaffia glomerata e da 

substância β-ecdisona isolada, através do teste de Allium cepa. A espécie é 

popularmente conhecida como ginseng brasileiro por apresentar propriedades 

químicas e farmacológicas semelhantes ao Panax ginseng (ginseng coreano) 

(OLIVEIRA, 1980) e é utilizada como tônico e afrodisíaco, no tratamento para 

diabetes, doenças reumáticas, esgotamento físico e mental, estresse e lapsos de 

memória. No entanto, já foram relatados efeitos adversos ao seu uso, tais como 

hipertensão, efeito estrogênico, nervosismo, insônia, erupções cutâneas e diarreia 

(RATES e GOSMANN, 2002). 

Apesar dos efeitos adversos causados pela ingestão de P. glomerata já 

relatados na literatura, não há estudos que abordem seus efeitos citogenotóxicos 

utilizando o sistema de teste de Allium cepa como modelo. Assim, com o presente 

trabalho, pretende-se contribuir para o conhecimento dos efeitos da espécie e de 

sua caracterização química, subsidiando o seu uso correto e consciente pela 

população. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1  O USO DAS PLANTAS MEDICINAIS E A PROSPECÇÃO DE EFEITOS 

BIOLÓGICOS 

 

 

A existência de documentos escritos e mesmo a preservação de plantas 

antigas evidencia que o uso de plantas medicinais é tão antigo quanto a própria 

humanidade.  A mais antiga evidência escrita do uso de plantas medicinais data de 

5000 anos e é composta de 12 receitas descrevendo o uso de aproximadamente 

250 plantas (PETROVSKA,  2012).  

A ciência contemporânea tem reconhecido a ação das plantas medicinais, e a 

farmacoterapia moderna inclui nas suas ações o uso de diversos medicamentos de 

origem vegetal (PETROVSKA,  2012). A Organização Mundial da Saúde reconheceu 

o uso destas plantas em 1978 (YAMADA, 1998).  

As espécies medicinais podem ser utilizadas de diversas maneiras: 

popularmente elas são empregadas no preparo de extratos, infusões entre outras 

formulações com finalidades terapêuticas (SAMUELSSON, 2004; BALUNAS e 

KINGHORN, 2005). Já na indústria, elas podem servir para a identificação, 

isolamento e caracterização de substâncias biologicamente ativas, que são aquelas 

que apresentam alguma atividade sobre o metabolismo de um ou vários organismos 

vivos (BALUNAS e KINGHORN, 2005). 

As plantas são consideradas uma importante fonte de substâncias 

biologicamente ativas e as substâncias que apresentam essa característica têm 

grande importância econômica e agregam valor à espécie de onde foram isoladas 

(BERG e LUBERT, 2008). De modo geral, estas substâncias são produzidas a partir 

das reações do metabolismo secundário destas espécies (CHAMPE et al., 2008). 

Entre as diversas aplicações da identificação de substâncias biologicamente ativas 

está o seu emprego como medicamentos na saúde humana. As plantas são uma 

importante fonte na descoberta de novos produtos com importância medicinal no 

desenvolvimento de novos fármacos (HUSSAIN et al., 2012). Atualmente, cerca de 

80% das moléculas empregadas em terapia são de origem natural ou são moléculas 
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sintéticas inspiradas em moléculas naturais (KATIYAR et al., 2012). Os exemplos 

são diversos, como a morfina que foi isolada a partir da planta Papaver somniferum 

há cerca de 200 anos. Inúmeros outros exemplos são listados na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Exemplos de drogas originadas a partir de substâncias isoladas em plantas. 

Droga Planta Aplicação Referência 

Taxol Taxomyces andreanae Antineoplásico Kumaran et al, 2012 

Camptotecina Camptotheca acuminata  Antineoplásico Guirado e Cuéllar, 2008 

Podofilotoxina Podophyllum emodi Antiverrucoso Ram, 2010 

Vinblastina Vinca rosea Antineoplásico Siddiqui et al., 2011 

Vincristina Vinca rosea Antineoplásico Siddiqui et al., 2011 

Quinina Cinchona spp Analgésico e 

antimalárico 

Dolabela et al., 2012 

Atropina Atropa belladonna  Antiespasmódico e 

inibidor de função 

secretora 

Mária e Rosilda, 2010 

Codeína Papaver somniferum Analgésico e 

antitússico 

Stranska et al., 2013 

Colchicina Colchicum autumnale Tratamento de gota, 

amiloidose e 

escleroderma 

Freitas et al., 2010 

Digoxina Digitalis lanata Tratamento de 

problemas cardíacos 

Sharma et al., 2013 

Etoposídeo Podophyllum peltatum Antineoplásico Mesquita, 2010 

Artemisinina Artemisia annua Antimalárico Efferth et al., 2011 

 

 Outra importante aplicação das substâncias isoladas a partir de plantas, e 

neste caso, não só a partir de plantas medicinais, é o seu emprego como pesticidas 

naturais em substituição aos pesticidas sintéticos (GAHUKAR, 2012). Em uma 

análise recente na literatura foi possível encontrar alguns trabalhos onde patógenos 

foram controlados com o uso de produtos de origem vegetal (extratos e óleos 

vegetais, entre outros) (Tabela 2). Muitas substâncias de origem vegetal podem 

também ser utilizadas como herbicidas (DUKE et al., 2000).  

 Entre as diversas aplicações/ações das plantas até aqui descritas, podemos 

citar como exemplos, as atividades conhecidas como adaptógenas. O termo 

adaptógeno ou resistógeno foi introduzido inicialmente em 1947 pelo cientista russo 

http://www.ayujournal.org/searchresult.asp?search=&author=Chandrakant+Katiyar&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://es.wikipedia.org/wiki/Camptotheca_acuminata
http://pt.wikipedia.org/wiki/Atropa_belladonna
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Nikolai Lazarev (MENDES et al., 2011; PAWAR e HUGAR, 2012). Em um 

experimento, ele descreveu a possível atividade adaptogênica do dibazol (2-benzil-

benzimidazol) em estimular a resistência não específica, com o objetivo de melhorar 

a condição física de soldados, atletas e trabalhadores sem a utilização de 

estimulantes perigosos (PAWAR e HUGAR, 2012).  

 

Tabela 2. Exemplos de espécies vegetais utilizadas no controle de doenças em plantas. 

Planta Material utilizado Patógeno controlado Referência 

Allium sativum Óleo essencial (bulbo) Fusarium oxysporum (fungo) Sharma et al., 2010 

Allium sativum Óleo essencial (bulbo) Alternaria alternata (fungo) Sharma et al., 2010 

Azadirachta 

indica 

Extrato de semente Urentius sentis (inseto); 

 

Patil et al., 2011 

 

Azadirachta 

indica 

Extrato de semente Aphis gossypii (inseto); 

 

Patil et al., 2011 

 

Azadirachta 

indica 

Extrato de semente Cercospora rauvolfiae 

(fungo) 

Arumugam et al., 

2010 

Brassica 

juncea 

Semente Meloidogyne incógnita 

(nematóide); 

 

Seenivasan, 2011 

 

Brassica 

juncea 

Semente Erwinia chrysanthemi 

(bactéria) 

Sharma et al., 2010 

Crotalaria 

juncea 

Semente Meloidogyne incognita 

(nematóide) 

Seenivasan, 2011 

 

Eucalytpus 

citriodora 

Extrato da folha Cercospora rauvolfiae 

(fungo) 

Arumugam et al., 

2010 

Ricimus 

communis 

Semente Meloidogyne incognita 

(nematóide) 

Seenivasan, 2011 

 

Tagetes 

erecta 

Semente Meloidogyne incognita 

(nematóide) 

Seenivasan, 2011 

 

 

Por definição, os adaptógenos são substâncias ou grupos de substâncias 

ativas oriundas do metabolismo de plantas, que incrementam respostas metabólicas 

e adaptativas dos seres vivos (WAGNER et al., 1994). São agentes que permitem 

que o organismo neutralize estresses químicos, físicos ou biológicos através de uma 

resistência não específica. São considerados também como capazes de reduzir a 

intensidade e os impactos negativos causados por tensões mentais, dificuldades 
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emocionais, doenças, infecções, esgotamento físico, entre outros. A administração 

de uma substância adaptógena permite ainda que o organismo se torne pré-

adaptado, sendo capaz de responder mais apropriadamente às exigências a ele 

impostas (MAHESHWARI et al., 2012). Além disso, estes compostos também têm 

influência sobre o sistema imunológico e nervoso, podendo agir como 

imunomoduladores ou imunoestimulantes e/ou melhorando suas funções. O uso de 

adaptógenos permite, portanto, o funcionamento harmônico do corpo humano e é 

indicado para tratar diversas patologias, como diabetes, insônia, câncer, 

neurastenia, gastrite, hipertensão, dispepsia, fadiga, entre outras (MENDES, 2011). 

Os adaptógenos podem ser encontrados em diversos organismos, podendo 

ser isolados de origens muito diferentes e apresentar mecanismos de ação distintos, 

embora a maioria tenha o mesmo efeito farmacológico (FRAGA, 2004; KIM, 2012). 

As primeiras pesquisas sobre efeitos dessa classe de substâncias foram realizadas 

pelo Dr. Brekhman, no final dos anos 1950, com a espécie Panax ginseng C.A. Mey 

(Araliaceae), conhecida como ginseng coreano (PAWAR e HUGAR, 2012). As raízes 

desta espécie são amplamente empregadas na medicina popular e ela é 

considerada até hoje um dos melhores exemplos de planta adaptógena (MENDES, 

2011). Na Coréia, na China e no Japão, o Panax ginseng é considerado a erva 

medicinal mais valiosa. O nome “panax” significa “cura tudo” e ilustra a crença de 

que o ginseng possui propriedades capazes de curar todos os males do corpo (KIM, 

2012). Outras espécies também são conhecidas como ginseng, por apresentarem 

características semelhantes ao ginseng coreano. Dentre elas, pode-se citar Panax 

notoginseg (ginseng chinês), Panax quinquefolium L. (ginseng americano), além de 

Pfaffia glomerata e Pfaffia paniculata (ginseng brasileiro) (KIM, 2012). Em uma 

revisão sobre os mecanismos moleculares e aplicações do ginseng coreano, Kim 

(2012) atribuiu as propriedades farmacêuticas da espécie à presença de 

ginsenosídeos. 

De forma geral, as espécies ricas em ginsenosídeos (saponinas triterpênicas) 

apresentam capacidade de inibir a produção de radicais livres, estimular a produção 

de óxido nítrico, melhorar a circulação sanguínea e o tônus muscular. No entanto, 

como o modo de ação destas substâncias ainda não é totalmente conhecido, são 

neccessários estudos futuros acerca dos mecanismos de ação, com ênfase nas 

relações de especificidade entre estrutura e função dos ginsenosídeos, bem como 
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sobre o seu potencial tóxico, tanto em modelos animais como em humanos (KIM, 

2012).  

De acordo com Mendes (2011), as espécies mais conhecidas como 

adaptógenas em todo o mundo são Bryonia alba L., Eleutherococcus senticosus  

(Rupr. & Maxim.) Maxim, Ocimum sanctum  L., Panax ginseng  C.A. Mey, Panax 

quinquefolius L., Rhodiola rosea L., Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. e Withania 

somnifera  Dunal. No Brasil, várias espécies vegetais apresentam propriedades 

adaptógenas, e estas são geralmente conhecidas pela população como tônicos, 

afrodisíacos, fortificantes, estimulantes e revigorantes (MENDES e CARLINI, 2007; 

MENDES, 2011). Alguns exemplos são Paullinia cupana Kunth (guaraná), 

Ptychopetalum olacoides Benth (muirapuama), Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen 

(ginseng brasileiro), Turnera diffusa Willd. ex Schult (damiana), Heteropterys  

aphrodisiaca  O. Mach (nó-de-cachorro) e Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld ex 

de Souza (catuaba) (MENDES, 2011).  

Como pode ser observado pelo exposto, o uso de plantas medicinais 

apresenta resultados efetivos no tratamento de muitas enfermidades, como febre, 

insônia, diarreia, problemas reprodutivos, circulatórios e respiratórios, infecções 

parasíticas, entre outros (EDDOUKS et al, 2012). Adicionalmente, tem-se ainda as 

plantas consideradas como adaptógenas que podem induzir uma melhora geral, não 

específica nas condições físicas e fisiológicas de um organismo. Pfaffia glomerata 

representa uma das espécies com essa propriedade e é nativa do Brasil.  

 

 

2.2  Pfaffia glomerata (AMARANTHACEAE) 

 

 

A família Amaranthaceae é composta por 2360 espécies distribuídas em 170 

gêneros (FANK-DE-CARVALHO et al., 2012), que podem ser encontradas nos 

trópicos, subtrópicos e regiões temperadas da América e da África (SOUZA e 

LORENZI, 2005; MARCHIORETTO et al., 2010). Sabe-se que 196 espécies são 

encontradas no Brasil, distribuídas em 20 gêneros e 70% destas são encontradas no 

Cerrado (FANK-DE-CARVALHO et al., 2012). 
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Pelo menos 22 espécies de Amaranthaceae são utilizadas na medicina 

popular brasileira, com destaque para Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen e Pfaffia 

glomerata (Spreng.) Pedersen. Estas duas espécies são comercializadas na forma 

de cápsulas, compostas por pó de raiz concentrado (FANK-DE-CARVALHO et al., 

2012). 

O gênero Pfaffia Mart. apresenta cerca de 90 espécies naturais da América 

Central e América do Sul, sendo pelo menos 33 descritas no Brasil (ZIMMER et al., 

2006; MARCHIORETTO et al., 2010). P. glomerata, P. iresinoides (Kunth.) Spreng e 

P. paniculata (Mart) O. Kuntze são conhecidas como ginseng brasileiro, por 

apresentaram características semelhantes ao ginseng coreano (Panax ginseng).  

As espécies de ginseng brasileiro são comumente utilizadas como tônico e 

afrodisíaco, no tratamento para diabetes, doenças reumáticas, esgotamento físico e 

mental, estresse e lapsos de memória (TEIXEIRA, 2011), pois apresentam 

adaptógenos, que induzem o aumento da resistência inespecífica, permitindo ao 

organismo uma melhor adaptação aos esforços físicos e mentais (MAHESHWARI et 

al., 2012). 

A espécie Pfaffia glomerata é empregada há séculos pelos indígenas 

brasileiros, para a cura e prevenção de doenças e como tônico geral e 

rejuvenescedor (LORENZI e MATTOS, 2002). No entanto, suas propriedades 

medicinais só foram comprovadas após o isolamento do resistógeno β-ecdisona de 

suas raízes (NISHIMOTO et al., 1987; NISHIMOTO, 1988; NISHIMOTO et al., 1990; 

SHIOBARA et al., 1993). Além disso, a descoberta do ácido pfáfico em Pfaffia 

paniculata aumentou o interesse pelas espécies do gênero, já que esta substância 

apresentou atividades anti-tumorais (NISHIMOTO, 1984).  

P. glomerata é uma erva perene, com caules retos, delgados e ocos, podendo 

atingir até dois metros de altura. Apresenta raiz fusiforme e inflorescência bastante 

ramificada, com flores polígamo-monóicas (VIGO et al., 2004). É uma espécie 

higrófila e heliófita, amplamente distribuída pelo território nacional, especialmente 

em áreas ensolaradas e de matas ciliares, apresentando melhor desenvolvimento a 

temperaturas mais elevadas (OLIVEIRA, 2012b). Além disso, apresenta alta 

adaptabilidade e crescimento rápido (VIGO et al., 2004). 

De acordo com Marchioretto et al. (2010), a espécie, nativa do Brasil, também 

encontra-se distribuída no México, Guianas, Bolívia, Colômbia, Paraguai, Argentina 
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e Uruguai. Está presente principalmente nas regiões da Amazônia, do Cerrado e da 

Mata Atlântica (OLIVEIRA, 2012b) e é naturalmente encontrada nos estados do 

Paraná, Mato Grosso e São Paulo (SIQUEIRA, 1986) e, ocasionalmente, no 

Nordeste (CHISAKI et al., 1998). Em condições naturais, ocorre principalmente à 

beira de rios e nas orlas das matas de galeria, onde pode receber bastante luz 

(SMITH e DOWNS, 1972), em altitudes de até 1000m e em regiões com precipitação 

pluviométrica entre 1200 e 1500mm anuais (CORREA JÚNIOR et al., 2002). 

Trabalhos realizados por Ribeiro e Pereira (1994), Montanari et al. (1999) e Bentes 

et al. (2000), mostraram que P. glomerata pode se desenvolver também em solos 

drenados, tanto argilosos, quanto arenosos. 

Segundo Oliveira (2012b), grande parte do fornecimento mundial de Pfaffia é 

proveniente do Brasil, em virtude das condições ecológicas demandadas pela 

espécie (ALCÂNTARA, 1994; OLIVEIRA, 2012b). Em 1995, cerca de 120 toneladas 

de Pfaffia spp. foram exportadas para o Japão (MING e CORRÊA JÚNIOR, 2002) e 

dados recentes mostram que só no período de janeiro a maio de 2012, foram 

exportadas quase duas toneladas de raízes de ginseng (MDIC, 2012), 

principalmente para os Estados Unidos e União Européia (OLIVEIRA, 2012b).  

Quimicamente, as raízes de P. glomerata são ricas em saponinas 

triterpênicas e ecdisteroides (CARULO, 2012), sendo a β-ecdisona o composto de 

maior interesse comercial. Festucci-Buseli et al. (2008) avaliaram a quantidade desta 

substância em diferentes acessos de P. glomerata e demonstraram que as raízes e 

flores são os principais órgãos acumuladores do metabólito. No entanto, sabe-se 

que a extração de β-ecdisona com interesse comercial é realizada principalmente a 

partir das raízes da planta (TANAKA et al., 1995; OLIVEIRA, 2012b). Alguns estudos 

mostram que o teor deste metabólito em raízes secas pode variar entre 0,29 e 

0,76% (NISHIMOTO et al., 1987; NISHIMOTO et al. 1990; e CORRÊA JÚNIOR e 

MING, 2008). 

A estrutura básica dos fitoecdisteroides compreende um esqueleto esteroidal, 

formado por um sistema de anéis, onde se liga uma cadeia lateral alifática. 

Apresentam várias hidroxilas, cujo número, posição e orientação, diferenciam os 

fitoecdisteroides (FLORES, 2009). Em espécies de Pfaffia, o ecdsteroide mais 

encontrado é β- ecdisona (C27H44O7). Sua estrutura química está representada na 

Figura 1.  
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Figura 1. Estrutura química do ecdisteroide β-ecdisona (C27H44O7). Fonte: Sá Barreto et al. (2005). 

 

A biossíntese dos fitoecdisteroides envolve a rota acetato-mevalonato, que 

ocorre no citosol e, provavelmente, do fosfato metileritritol (MEP), que ocorre nos 

cloroplastos. As rotas do ácido mevalônico e do MEP levam à formação de difosfato 

de isopentinila (IPP) e do difosfato de dimetilalila (DMAPP), respectivamente. Estes 

dois compostos são isômeros e se unem para formar intermediários de vários 

terpenóides (CROTEAU et al., 2000; KLEIN, 2004). 

Estudos conduzidos em Polypodium demonstraram que o ecdisteroide 

ecdisona (E) é o precursor de vários outros ecdisteroides com 27 carbonos, como a 

β-ecdisona, que também é conhecida como 20-hidroxiecdisona, polipodine A ou 

ecdisterona. Sabe-se que a produção da β-ecdisona a partir da ecdisona é 

catalisada pela enzima ecdisona 20-monoxigenase, e envolve a adição de um átomo 

de oxigênio no carbono 20.  Além disso, em estudos com Zea mays, a ecdisona (E), 

conjugada com o fosfato mostrou influência no transporte dos ecdisteroides, bem 

como na regulação do metabolismo destes compostos (GREBENOK et al., 1994). 

A ação adaptógena de P. glomerata é atribuída à presença destes 

fitoecdisteroides, especialmente a β-ecdisona (FIGUEIREDO, 2004), que é a 

substância utilizada como marcador químico da qualidade das raízes 

comercializadas (ALVES, 2008). No entanto, de acordo com Lee et al. (1994), outros 

metabólitos também podem ser produzidos a partir da rota do ácido mevalônico e do 

MEP, como as saponinas pentacíclicas e os fitoesterois, e estes também podem ser 

encontrados em espécies de Pfaffia.  
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Em um estudo farmacognóstico realizado por Vigo et al. (2004) foi possível 

observar que as raízes de P. glomerata apresentam 342 ± 65 para o índice de 

espuma; 4,2 ± 0,5% de cinzas totais; 0,11 ± 0,09% de cinzas insolúveis e 53,4 ± 

3,8% de conteúdo de extrato aquoso. Shiobara et al. (1993) isolaram um novo 

pigmento amarelo das raízes de P. iresinoides, outra espécie do gênero. Em 1993, 

os mesmos autores verificaram a existência de ácido oleanólico, ecdisterona, 

rubrosterona e  β -glucopiranosil oleanolato em raízes  de P. glomerata e isolaram 

ainda dois novos compostos, o ácido triterpênico e o ácido noriterpênico pfamérico.  

Diversos estudos relataram efeitos biológicos de extratos de Pfaffia glomerata 

e os efeitos farmacológicos mais bem documentados do ginseng brasileiro são 

antiestresse, imunomodulatório e inibitório da agregação plaquetária (RATES e 

GOSMANN, 2002). Alcântara et al. (1994), concluíram que o extrato das raízes, 

preparado com acetato de etila, inibiu o crescimento de Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus e Streptococcus fecalis. Neste mesmo estudo, isolaram 

esteroides, terpenos e fenóis. Alvim et al. (1999), em um estudo acerca dos efeitos 

de extrato metanólico de P. glomerata mostraram que este apresenta efeito contra o 

molusco Biomphalaria glabrata e relacionaram esta atividade à presença de 

saponinas hemolíticas. Além disso, Neto (2003), verificou que o extrato 

hidroalcoólico das raízes de P. glomerata possui atividade in vitro contra Leishmania 

brasiliensis. Estudos farmacológicos mostraram ainda diminuição no tempo de sono 

de camundongos tratados agudamente com extrato de P. glomerata, indicando um 

perfil de ação estimulante, bem como efeitos positivos na aprendizagem e memória 

de ratos idosos tratados cronicamente com o mesmo extrato (Marques, 1998).  

Silva et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos de Pfaffia paniculata nos 

processos de proliferação celular, indução de apoptose e comunicação celular, 

usando ratos como organismo modelo. Os resultados mostraram aumento da 

proliferação celular para o tratamento de 10% e aumento significativo de corpos 

apoptóticos para os tratamentos de 2 e 10%, quando comparados com o controle 

negativo. Estes efeitos corroboram com o já encontrado em estudos anteriores e 

foram relacionados à presença de saponinas triterpênicas nas raízes de P. 

paniculata por diversos autores (KORATKAR e RAO, 1997; WAKABAYASHI et al., 

1998; WATANABE et al., 2000; HARIDAS et al., 2001; MUJOO et al., 2001; LIN et 

al., 2003; LI et al., 2005; LEMESHKO et al., 2006). 
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Em estudo sobre o potencial anti-hiperglicemiante de extratos de P. 

glomerata, Sanches et al. (2001), concluíram que o extrato metanólico bruto 

apresentou atividade hipoglicemiante em ratos da linhagem Wistar, utilizando-se 

doses acima de 50mg/Kg. No entanto, não foi possível correlacionar este efeito com 

a presença do ecdisteroide β-ecdisona. Assim, o mecanismo de ação do extrato 

sobre a taxa glicêmica dos ratos testados não foi elucidado. 

Em outro trabalho realizado com fêmeas grávidas da linhagem Wistar tratadas 

com extrato aquoso de P. glomerata, foi comprovado efeito anti-implantação do 

blastocisto, além de abortos, reabsorção de fetos em formas de cistos, hemorragias 

em várias partes do corpo, pele fina e pegajosa, ausência de rigidez axial e 

alteração do tamanho dos fetos, quando comparados aos do tratamento controle. 

Estes resultados sugerem um efeito tóxico dos extratos testados (TOLEDO et al., 

2002). Segundo Marques (1998), em humanos, o extrato de P. glomerata foi capaz 

de melhorar o desempenho de idosos normais em testes psicométricos, 

particularmente na memória de curto prazo e memória declarativa. 

Otofuji (2005) mostrou que o extrato hidroalcóolico com 50% de raízes de P. 

glomerata apresenta capacidade de proteger a mucosa gástrica e o extrato 

hidroalcoólico a 70% foi capaz de reduzir a secreção gástrica. Os efeitos de 

proteção gástrica observados foram relacionados à presença de triterpenos e 

ecdisteroides nos dois extratos testados. Já Fenner et al. (2008) mostraram efeito 

hipnótico (sedativo) de extrato etanólico de raízes de P. glomerata e relacionaram o 

efeito ao componente ecdisterona. Moura et al. (2011), demostraram atividade 

antimicrobiana contra patógenos da cavidade bucal de extratos de P. glomerata e 

sugeriram seu uso para a prevenção de cáries dentárias. A β-ecdisona é 

considerada também um dos ecdisteroides mais importantes para o uso em 

formulações cosméticas, apresentando função hidratante, pois fortalece a barreira 

hídrica da pele e impede a perda excessiva de água e, por isso, é usada na 

prevenção do envelhecimento precoce. A extração de β-ecdisona é realizada 

também com outros objetivos, como analgésica, feromônio no controle de insetos e 

como inibidor da proliferação de microrganismos (ARLETTI et al., 1999, CARULO, 

2012). De acordo com Gomes et al. (2010) a β-ecdisona também apresenta 

capacidade de elevar a oxigenação celular. 
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As saponinas triterpênicas também são encontradas em raizes de P. 

glomerata, assim como em P. paniculata (SILVA et al., 2012a). Já foram isolados 

seis diferentes derivados de ácido pfáfico, sendo cinco deles já relacionados à 

inibição de melanomas e alguns são considerados eficientes no controle de níveis 

de açúcar no sangue (CARULO, 2012). Além disso, dois esteroides ocorrem 

naturalmente em espécies de Pfaffia, o sitosterol e o stigmasterol. Estudos mostram 

a ação destes esteroides na redução da produção de estrógeno e na redução dos 

níveis de colesterol (CARULO, 2012).  

 Análises nutricionais mostraram que espécies de Pfaffia geralmente 

apresentam 19 diferentes aminoácidos, elevado número de eletrólitos e minerais 

como ferro, magnésio, cobalto, sílica, zinco e vitaminas A, B-1, B-2, E e K, além do 

ácido pantotênico (NAKAI et al., 1984; OLIVEIRA, 1980). 

Dentre os efeitos adversos já documentados para o uso de Pfaffia glomerata, 

os principais são hipertensão e potencial efeito estrogênico. Em usuários crônicos ou 

que consomem altas doses, pode ocorrer o desenvolvimento da “Síndrome de 

Abuso de Ginseng”, caracterizada por hipertensão, nervosismo, insônia, erupções 

cutâneas e diarreia. A dose diária recomendada não deve ser superior a 2g do pó da 

raiz (padronizado em 1,5% de ginsenosídeos/fafosídeos), por um período 

consecutivo de no máximo três meses (RATES e GOSMANN, 2002). As cápsulas 

comerciais geralmente contêm 300mg de pó de raiz e são utilizadas pela população 

sem controle adequado, o que pode levar a uma superdosagem do produto. Além 

disso, muitos consumidores ingerem chás, infusões e decoctos preparados a partir 

de raízes obtidas em feiras e mercados locais.  

Apesar do uso consagrado de Pfaffia glomerata pela população, não há 

registros acerca da padronização do uso e produção deste fitoterápico na 

Farmacopéia Brasileira. Tendo em vista os diversos efeitos biológicos já relatados 

para a espécie, seu uso seguro com fins terapêuticos depende ainda do 

conhecimento aprofundado de suas propriedades farmacológicas e do 

desenvolvimento de tecnologias de produção e controle de qualidade, bem como de 

ensaios mais detalhados acerca de seus efeitos adversos, para subsidiar seu uso 

correto pela população.  
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2.3 GENOTOXIDADE E O TESTE EM Allium cepa L.  

 

 

Como discutido anteriormente, diversos compostos podem ser isolados de 

espécies vegetais, compreendendo uma ampla variedade de estruturas, 

propriedades físico-químicas e biológicas. No entanto, sabe-se que nem todos os 

componentes presentes nas plantas são totalmente conhecidos. Dados recentes 

indicam que cerca de 99% das plantas medicinais endêmicas do Brasil ainda não 

tiveram seus princípios ativos identificados (FÃO et al., 2012). Além disso, poucas 

espécies empregadas na medicina popular foram investigadas quanto aos seus 

efeitos adversos, fato que torna ainda mais preocupante o seu uso indiscriminado.  

Entre os possíveis efeitos adversos ao uso de plantas medicinais estão a 

toxidez e as lesões causadas sobre o material genético e/ou alterações sobre o ciclo 

celular, em conjunto denominados efeitos citogenotóxicos. Estas alterações podem 

ser clastogênicas (indução de quebras cromossômicas) ou aneugênicas (perda 

cromossômica). Agentes químicos, físicos ou biológicos que induzem mutações nas 

células são conhecidos como compostos mutagênicos. Estes efeitos podem ser 

avaliados por diversos ensaios biológicos e um dos mais consagrados utiliza células 

meristemáticas de Allium cepa L. (LEME E MARIN-MORALES, 2009). O uso de 

Allium cepa como organismo modelo foi proposto por Albert Levan em 1938 

(FISKESJÖ, 1985; RANK e NIELSEN, 1993) e é um dos modelos mais utilizados 

(BAUMGARTNER et al., 2012), por ser considerado um teste padrão para a 

avaliação e classificação da toxidez de substâncias químicas e amostras ambientais 

(FISKESJÖ, 1985; MENEGUETTI et al., 2012). 

 Allium cepa é considerada uma espécie eficiente para o teste de 

citogenotoxidade devido à sua cinética de proliferação celular, ao crescimento rápido 

de suas raízes, elevado percentual de células em divisão que podem ser facilmente 

observadas, alta tolerância a diferentes condições de cultivo, disponibilidade durante 

todo o ano, fácil manuseio e por possuir número reduzido de cromossomos (2n=16) 

sendo estes relativamente grandes em comparação com outras espécies 

(FISKESJÖ, 1985; MACAN et al., 2012). O teste proporciona ainda resultados 

rápidos e de baixo custo (GRANT, 1994), que apresentam boa correlação com 

dados obtidos em ensaios com modelos animais (OLIVEIRA et al., 2012a). 
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De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), o ensaio de A. cepa é um 

método confiável para a determinação rápida da presença de substâncias tóxicas no 

meio ambiente, para o monitoramento dos níveis de poluição em ambientes naturais 

e para a avaliação de efeitos tóxicos. O teste é capaz de indicar a presença de 

substâncias tóxicas, citotóxicas e até mutagênicas que colocam em risco a 

sobrevivência dos organismos (FERREIRA et al., 2012). Por isso, é um dos 

bioensaios mais utilizados para avaliação de danos nos cromossomos e na 

formação do fuso mitótico (OLIVEIRA et al., 2012a), para detecção de micronúcleos 

(XAVIER  et al., 2011), e variações no percentual de células em divisão (LEME e 

MARIN-MORALES, 2008). 

Desde sua descrição, várias estratégias têm sido utilizadas em A. cepa para a 

detecção de citogenotoxidade. Entre as mais comuns está a análise de parâmetros 

citogenéticos, como, índice mitótico e percentuais de alterações cromossômicas 

numéricas e/ou estruturais (YILDIZ et al., 2009; KURÁS et al., 2009; TEERARAK et 

al., 2009; SOUSA et al., 2009).  

De modo geral, os percentuais de células em divisão (índice mitótico) e de 

alterações cromossômicas são calculados como uma resposta às dosagens ou 

tratamentos diferenciados com determinado composto ou substância. O decréscimo 

ou aumento destes percentuais podem ser considerados parâmetros seguros para 

determinar a presença de agentes citotóxicos (SMAKA-KINCL et al., 1996). Já a 

análise de alterações cromossômicas em todas as fases da divisão celular, como 

proposto inicialmente por Fiskesjö (1985), torna a avaliação dos efeitos mais 

compreensiva, uma vez que promove uma melhor investigação dos mecanismos de 

ação dos agentes testados. Diversos tipos de alterações cromossômicas podem ser 

detectados, como pontes em anáfase e telófase, segregação desigual ou tardia de 

cromossomos, ascenção precoce de cromossomos, perda de cromossomos, 

fragmentação cromossômica, multipolaridade em anáfase e telófase, c-metáfases e 

indução de cromossomos aderentes. Alterações como pontes e fragmentos são 

indicativos de efeitos clastogênicos, enquanto perda de cromossomos, segregação 

tardia, ascenção precoce, multipolaridade e c-metáfases são indicativos de efeitos 

aneugênicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; GUSTAVINO et al., 2012). 

Com este teste também é possível avaliar a frequência de micronúcleos (MN), 

que resulta da perda de fragmentos ou cromossomos inteiros durante a divisão 
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celular. A presença de micronúcleos pode indicar efeitos mutagênicos em 

organismos eucariotos, como clastogênese e danos no fuso mitótico (SILVA et al., 

2011b). Para que os micronúcleos sejam visualizados, é necessária a ocorrência de 

uma divisão celular após a ocorrência mutagênica. Por isso, deve-se fazer o cultivo 

celular ou utilizar células que se multiplicam continuamente, como células de medula 

óssea e de raízes (VILLELA e LAU, 2003). A avaliação de micronúcleos em Allium 

cepa é considerada uma das mais confiáveis para estudos de monitoramento 

ambiental e mutagenicidade de plantas medicinais (GAVRONSKI, 2008), devido à 

sua sensibilidade e exatidão e porque suas raízes apresentam processo de divisão 

celular similares aos do homem (MENEGUETTI et al., 2011).  

O sistema de teste com Allium cepa vem sendo utilizado para avaliar os 

efeitos de diversos tipos de substâncias. Estudos registrados na literatura citam o 

uso do teste para avaliação de efeitos de óleos essenciais (SILVA et al., 2011a), 

extratos de plantas (FÃO et al., 2012), misturas complexas (ANDRADE-VIEIRA et 

al., 2012), metais pesados (MASOOD e MALIK, 2013; QIN et al., 2013; MIHALESCU 

et al., 2012), pesticidas (ANANTHAKRISHNAN et al., 2012), produtos de 

desinfecção de águas (GUSTAVINO et al., 2012), hidrocarbonetos aromáticos 

(JADHAV et al., 2012), entre outros. 

Diversos são os trabalhos que utilizam ensaios vegetais (principalmente o de 

Allium cepa) ou animais para a avaliação da atividade citogenotóxica de plantas. 

Akinboro e Bakare (2007) testaram a ação do extrato aquoso de cinco plantas 

medicinais utilizadas na medicina popular da Nigéria: Azadirachta indica (“nim” - 

Meliaceae), Morinda lucida (Rubiaceae), Cymbopogon citratus (Graminae), 

Mangifera indica (“manga” - Anarcadiaceae) e Carica papaya (“mamão” - 

Caricaceae) em células de Allium cepa. Os resultados mostraram diminuição do 

índice mitótico de acordo com o aumento da dose dos extratos de M. lucida, M. 

indica e C. papaya, e a indução de alterações no fuso mitótico, para todos os 

extratos testados. Estudos anteriores com as mesmas espécies mostraram que A. 

indica, M. indica, C. citratus e M. lucida contém zinco, magnésio, cobre, ferro, 

cádmio e chumbo, em diferentes concentrações (AL-MOARUF et al., 2004; HAIDER 

et al., 2004) e estas substâncias já foram relacionadas à inibição do crescimento das 

raízes de cebola, pepino, alface e milho (GORSUCH et al., 1995; WANG, 1987). Já 
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as alterações do fuso foram atribuídas à presença de alcaloides, taninos, saponinas, 

antraquinonas e glicosídeos (FASOLA e EGUNYOMI, 2005).  

Belcavello et al. (2012) trabalhando com Zornia diphylla (L.) Pers avaliaram o 

potencial citotóxico, aneugênico e mutagênico do extrato hidroalcoólico da espécie 

(EHZD) sobre células meristemáticas de cebola (A. cepa) e da medula óssea de 

ratos Wistar. A planta é conhecida como arrozinho-do-campo e é muito utilizada na 

medicina popular brasileira nas formas de infusão e decocto para o tratamento de 

febre, congestão, inchaço e reumatismo (REN et al., 2012). Os autores verificaram 

efeito tóxico sobre a germinação das sementes, em função da concentração 

administrada, sendo o baixo índice de germinação um indicativo de toxidez do 

extrato.  Além disso, o extrato apresentou efeito mutagênico significativo para a 

concentração de 3 mg/mL, quando comparado ao controle negativo (água destilada). 

Assim, os efeitos observados no ensaio de A. cepa mostraram que o EHZD provoca 

danos ao material genético e tende a aumentar de acordo com a concentração 

utilizada e com o tempo de exposição das células. 

Sperotto (2012) avaliou as propriedades citotóxicas e mutagênicas do óleo de 

Piper gaudichaudianum (jaborandi) e do seu componente majoritário (nerolidol), 

utilizando diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Os resultados 

mostraram que tanto o óleo quanto o nerolidol foram capazes de induzir 

citotoxicidade de forma dependente da dose. No entanto, em relação ao ensaio 

mutagênico, apenas o óleo induziu efeito significativo para a linhagem XV185-14c, 

enquanto o componente isolado não apresentou mutagenicidade.  

 Fão et al. (2012) relataram que o extrato da seiva da casca de Croton lechleri 

(Euphorbiaceae) popularmente conhecida como sangue-de-dragão induziu um alto 

índice de micronúcleos em células meristemáticas de Allium cepa, o que evidencia o 

potencial mutagênico desta espécie e a necessidade de estudos mais aprofundados 

que permitam avaliar a relação riscos-benefícios do uso da planta a longo prazo. A 

espécie produz látex rico no alcaloide taspina, conhecido por sua ação 

antiinflamatória, analgésica e cicatrizante.  

Akintonwa et al. (2009) realizaram um estudo detalhado sobre os efeitos das 

plantas medicinais mais utilizadas na Nigéria, através do teste de Ames e do sistema 

de teste de Allium cepa. As plantas testadas foram Morinda lucida, Azadirachta 

indica, Terapluera tetraptera, Plumbago zeylanica, Xylopia aethiopica, Newbouldia 



18 

 

laevis, Alstonia boonei, Enantia chlorantha e Rauvolfia vomitoria. Os resultados 

indicaram inibição do crescimento radicular e diminuição do índice mitótico de 

células de cebola, de acordo com a elevação das doses do extrato. Além disso, 

todas as concentrações testadas induziram algum tipo de alteração cromossômica, 

tais como formação de pontes e fragmentos, c-metáfase e anáfases com 

cromossomos atrasados. De acordo com os autores, as alterações observadas são 

resultado dos efeitos dos extratos testados sobre a formação do fuso mitótico, 

resultando em distúrbios do ciclo celular. O teste de Ames indicou mutagenicidade 

para as espécies Azadirachta indica, Morinda lucida e Enantia chlorantha 

(AKINTONWA et al., 2009). 

Metin e Burun (2010) avaliaram o efeito de extratos de Urginea maritima, uma 

planta medicinal que também é empregada como pesticida, em células de Allium 

cepa. Os resultados mostraram a ocorrência de alterações cromossômicas para 

todas as concentrações do extrato analisadas e foi possível observar elevação do 

percentual de alterações cromossômicas de acordo com a elevação da 

concentração do extrato. Além disso, houve diminuição significativa dos índices 

mitóticos quando comparados ao controle negativo. 

Efeitos tóxicos e/ou genotóxicos também já foram relatados para as espécies 

medicinais Malphighia glabra L. (acerola) (DUSMAN et al., 2012), Helicrysum 

plicatum (EROGLU et al., 2010), Passiflora alata (maracujá doce) (BOEIRA et al., 

2010), Crotun caudatus (LEISHANGTHEM e THOUNAOJAM, 2011), Linaria 

genstifolia (LIMAN et al., 2012), Nauclea latifolia (LIU et al., 2011) e Jasminun 

officinale L. (jasmim) (TEERARAK et al., 2010).  

Como pode ser observado, diversas plantas com uso consagrado pela 

medicina popular apresentam efeitos tóxicos e/ou genotóxicos e, por isso, seu uso 

deve ser feito com cautela. Segundo Júnior et al. (2012), pode-se dizer que toda 

substância é um agente tóxico em potencial, dependendo das condições de 

exposição, como a dose administrada e absorvida, do tempo e da frequência de 

administração (CASTRO, 1993). Dessa forma, a utilização de extratos, infusos, 

decoctos e óleos vegetais, com finalidade terapêutica, deve ser precedida da 

avaliação de seus efeitos tóxicos e genotóxicos sobre as células (JÚNIOR et al., 

2012). É importante ressaltar que resultados provenientes de bioensaios genéticos 

são relevantes à saúde humana, uma vez que o alvo toxicológico das substâncias 
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testadas é o DNA (HOUK, 1992), presente em todas as formas vivas. Sugere-se, 

portanto, que substâncias que reagem de alguma forma com o DNA da espécie 

testada apresentam potencial para desencadear efeitos semelhantes em outras 

espécies e até mesmo no homem (HOUK, 1992; MENEGUETTI et al., 2011). 



20 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar os efeitos citogenotóxicos de extratos radiculares de Pfaffia glomerata 

Spreng. Pedersen, visando contribuir com a segurança do uso dessa espécie.  

  

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1) Avaliar os efeitos citogenotóxicos de extratos metanólico e aquoso, produzidos a 

partir das raízes de Pfaffia glomerata; 

 

2) Avaliar quimicamente o extrato metanólico de P. glomerata, quanto ao teor de β-

ecdisona; 

 

3) Avaliar os efeitos citogenotóxicos da β-ecdisona isolada. 



21 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

 

O material de Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen utilizado no presente 

trabalho foi gentilmente cedido a partir do Banco de Germoplasma da referida 

espécie, localizado na Universidade Federal de Viçosa-MG, sob coordenação do 

Prof. Dr. Wagner Campos Otoni. Este foi mantido tanto in vitro quanto in vivo no 

Laboratório de Genética e Biotecnologia e na Estação Experimental de Cultivo e 

Manutenção de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora-MG, para a 

condução dos experimentos. 

 

4.2 MODELO DE ESTUDO  

 

 

Para os ensaios de citogenotoxidade realizados neste trabalho foram 

utilizadas sementes de Allium cepa L. (FELTRIN®, Lote 0003801210000140, 

variedade Baia Periforme). Os experimentos foram conduzidos durante o ano de 

2012, com sementes com data de validade até 06/2014.  

 

4.3 PREPARO DOS EXTRATOS E SOLUÇÕES DE β-ECDISONA 

 

4.3.1 EXTRATO METANÓLICO 

 

 

Para o preparo do extrato metanólico, foram coletadas raízes de plantas 

adultas (Figura 2). Estas permaneceram sob cultivo por 4 a 8 meses, em vasos 

plásticos contendo substrato Plantmax®, sendo os mesmos mantidos na Estação 

Experimental de Cultivo e Manutenção de Plantas da Universidade Federal de Juiz 

de Fora-MG.  
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Imediatamente após a coleta, as raízes foram lavadas em água corrente, com 

o auxílio de uma escova de cerdas macias, para retirada do substrato. O peso fresco 

das raízes foi registrado, para comparação posterior com o peso seco. As raízes 

foram cuidadosamente reduzidas a fragmentos cilíndricos com o auxílio de um 

bisturi e mantidas em estufa a 45°C, até a estabilização do peso seco 

(aproximadamente sete dias).  

A metodologia de extração foi realizada de acordo com o protocolo proposto 

por Silva (2008), com adaptações. As raízes secas foram esmagadas com o auxílio 

de um pistilo e a extração foi realizada por maceração estática com metanol (10% 

p/v), em temperatura ambiente, até exaustão. O extrato obtido foi filtrado e 

concentrado, através de rotaevaporação, a 45°C (Büchi Rotavapor R-114). Durante 

o processo de extração, os frascos permaneceram protegidos da luz, com o objetivo 

de prevenir a degradação dos compostos.   

Após a rotaevaporação, o extrato pronto foi armazenado em vidro âmbar 

previamente pesado, e permaneceu em dessecador contendo sílica, para a total 

retirada do solvente (metanol) durante uma semana. O vidro foi então novamente 

pesado para determinação do rendimento (resíduo) obtido e armazenado em 

geladeira para posterior diluição e análise química. 

 

 

Figura 2. (a) Pfaffia glomerata cultivada em casa de vegetação e (b) Raiz de Pfaffia glomerata. Barra 
= 5 cm. 
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O extrato metanólico foi diluído em 13 diferentes concentrações (em água 

destilada): 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256mg/mL. Estas 

concentrações foram utilizadas nos ensaios de germinação e crescimento radicular.   

 

 

4.3.2 SOLUÇÕES DE β-ECDISONA 

 

 

Para a realização dos ensaios de germinação e crescimento radicular e de 

citogenotoxidade, 12 diferentes concentrações de β-ecdisona foram preparadas 

(diluídas em água destilada): 0,0011, 0,0023; 0,0046; 0,0093; 0,0187; 0,0375; 0,075; 

0,15; 0,30; 0,60; 1,20; 2,40 mg/mL. Para este objetivo foi utilizada a β-ecdisona 

comercial (CAS 5289-74-7, Sigma Aldrich-Brasil).   

 

 

4.3.3 EXTRATO AQUOSO 

 

 

Para o preparo do extrato aquoso, a raiz de um indivíduo de P. glomerata com 

um ano de cultivo foi coletada e imediatamente lavada em água corrente, com o 

auxílio de uma escova de cerdas macias, para a total retirada do substrato. 

Posteriormente, 10g de raízes foram reduzidas a fragmentos cilíndricos com o 

auxílio de uma lâmina de bisturi e submetidas à decocção, em água fervente (1L), 

por 20 minutos. O extrato aquoso obtido (10g/L) foi filtrado em papel filtro e 

armazenado em geladeira para utilização nos ensaios de germinação e crescimento 

radicular, descritos adiante. A quantidade, em gramas, de raiz utilizada foi 

determinada de acordo com a quantidade normalmente utilizada pela população 

(TESKE, 2001; MONTEIRO et al., 2012).  
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4.4 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS 

 

 

Para o extrato aquoso empregado nos experimentos aqui descritos não foram 

realizadas caracterizações químicas. Para o extrato metanólico, foi avaliado o teor 

do ecdisteroide β-ecdisona, de acordo com a metodologia apresentada a seguir. 

 

 

4.4.1 TEOR DE β-ECDISONA 

  

 

A quantificação do teor de β-ecdisona presente no extrato metanólico do 

acesso utilizado na condução destes experimentos (acesso 46) foi realizada 

empregando-se a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), com o 

aparelho SCL-10 AVP (Shimadzu, Japão). O sistema cromatográfico era composto 

por desgazeificador DG14-14A, bomba quaternária FCV-10 ALVP e LC-10ATVP, 

auto-injetor SIL-10AF, detector diodo e array SPD-MP10 AVP.  

Como substância química de referência (SQR), utilizou-se o padrão comercial 

de β-ecdisona (CAS 5289-74-7, Sigma Aldrich-Brasil), com pureza de 94%. 

Empregou-se uma coluna ACE C18 (5,0 um x 4,6mm x 150mm) e fase móvel de 

acetonitrila:água (16:84 v/v), com fluxo de 1,2mL.min-1. As leituras foram feitas em 

duplicata, em temperatura ambiente, de acordo com o protocolo desenvolvido no 

NIQUA – Núcleo de Identificação e Quantificação Analítica da Universidade Federal 

de Juiz de Fora-MG. A solução de β-ecdisona e as amostras do extrato foram 

diluídas em fase móvel, a fim de se obter uma concentração de 1mg/mL, em balão 

volumétrico, até a completa homogeneização. Posteriormente, as amostras foram 

filtradas em membrana com 0,45µm de porosidade. O tempo de corrida foi de 10 

minutos e o comprimento de onda de 248 nm. Foram injetados 20 µL de cada 

amostra no aparelho. 

O teor de β-ecdisona foi determinado através da área do pico gerado pela 

substância química de referência, comparada com a área do pico das amostras, 

conforme a equação: 
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Teor = Área do pico da amostra         x      [Padrão]      x    Pt%, 

           Área do pico do padrão                  [Amostra] 

 

onde Pt% = pureza do padrão, em percentual. 

 

As concentrações de β-ecdisona encontradas em cada diluição do extrato 

foram calculadas como a seguir: 

 

 

[β-ecdisona por extrato] =    Percentual de β-ecdisona     X    Concentração do  

                                                    no extrato bruto                              extrato 

 

  

4.5 ENSAIOS DE GERMINAÇÃO E CRESCIMENTO RADICULAR PARA 

ESCOLHA DAS CONCENTRAÇÕES TESTADAS NOS ENSAIOS DE 

CITOGENOTOXIDADE 

   

 

Para a escolha dos tratamentos empregados na análise de citogenotoxidade 

foi realizado um ensaio de germinação e crescimento radicular utilizando-se 

sementes de Allium cepa. Neste ensaio foram empregadas 13 diferentes 

concentrações do extrato metanólico de P. glomerata, 12 diferentes concentrações 

de β-ecdisona, uma concentração do extrato aquoso de P. glomerata, além dos 

controles positivo (metil metano sulfonato – MMS; 4x10-4 M) e negativo (água 

destilada).  

Para os testes de germinação aqui descritos, as sementes foram dispostas 

em placas de Petri pequenas (6cm), forradas com papel filtro umedecido com as 

diferentes concentrações dos extratos (800µL por placa), além dos controles. O 

experimento foi composto de três repetições (placas) para cada tratamento, cada 

placa contendo 10 sementes de Allium cepa (sem pré-germinação). O experimento 

teve duração de oito dias, sendo que a cada 24 horas foi feita a contagem de 

sementes germinadas e a medição das raízes. As soluções (extratos e controles) 

foram renovadas diariamente, através da substituição do papel filtro e adição de 
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800µL por placa. Durante todo o período do experimento, as placas permaneceram 

em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 2°C, fotoperíodo de 16h e 

intensidade luminosa de 40 µmoles.m-2s-1, fornecida por lâmpadas fluorescentes 

brancas.  

 

 

4.6 ENSAIOS DE CITOGENOTOXIDADE 

 

 

Com base nos ensaios descritos no item 4.5, seis diferentes concentrações 

do extrato metanólico (8, 16, 32, 64, 128 e 256mg/mL) denominadas de T1 até T6, 

duas concentrações de β-ecdisona (0,15 e 2,40mg/mL) e uma concentração do 

extrato aquoso (10g/L) foram utilizadas nos experimentos de citogenotoxidade. 

Adicionalmente, foram utilizados dois controles: negativo (água destilada) e positivo 

(MMS, 4x10-4M).  

Nos experimentos de citogenotoxidade, as sementes de Allium cepa foram 

primeiramente submetidas à pré-germinação em placas de Petri contendo papel filtro 

umedecido com água destilada, até que as raízes atingissem aproximadamente 

1,0cm de comprimento. As raízes foram então submetidas aos tratamentos por 

diferentes períodos de exposição (24h, 48h e 72h). Para os experimentos foi 

utilizado um delineamento inteiramente ao acaso, composto de 3 repetições. Pelo 

menos de 3 a 9 lâminas foram analisadas em cada tratamento, dispostas dentro 

destas repetições. Após a exposição, as raízes foram coletadas, lavadas e fixadas 

em Carnoy 3:1 (etanol:ácido acético v/v). Após 24h, a solução fixadora foi renovada 

e as raízes foram armazenadas a 4°C.  

As lâminas foram preparadas utilizando-se a técnica de esmagamento, de 

acordo com LEME e MARIN-MORALES (2008), com adaptações. As raízes foram 

lavadas em água destilada por 5 minutos, hidrolisadas em HCl 5N por 20 minutos 

em temperatura ambiente e lavadas novamente por 5 minutos em água destilada. A 

região meristemática das raízes foi separada, com o auxílio de uma lâmina de 

bisturi, sobreposta por uma lamínula e esmagada cuidadosamente em uma gota de 

ácido acético 45%. As lamínulas foram retiradas em nitrogênio líquido e coradas 
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com Giemsa 5%, durante quatro minutos, na ausência de luz. Os seguintes 

parâmetros foram analisados: 

 

a) ÍNDICE MITÓTICO (Percentual de células em divisão): O Índice Mitótico (IM) foi 

calculado utilizando-se a equação: IM = NCD/NTC x 100, em que NCD corresponde 

ao número de células em divisão e NTC ao número total de células analisadas. 

Foram analisadas, no mínimo, 1000 células por lâmina (ALVIM et al., 2011). 

 

b) ÍNDICES DE FASES (Percentuais de células em cada uma das fases da 

mitose): Os Índices de Fases (IFs) (Profásico-IPr; Metafásico-IMe; Anafásico-IAn e 

Telofásico-ITe) foram calculados utilizando-se a equação: IFs = NCF/NTCD, em que 

NCF corresponde ao número de células na respectiva fase da divisão (prófase, 

metáfase, anáfase ou telófase) e NTCD ao número total de células em divisão 

analisadas (ALVIM et al., 2011). 

 

c) PERCENTUAIS DE ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS (Ac): As seguintes 

alterações cromossômicas foram investigadas e quantificadas:  formação de brotos 

e micronúcleos, quebras e perdas cromossômicas, formação de pontes, 

multipolaridade, aderência cromossômica, migração tardia, alinhamento tardio e c-

metáfase (ALVIM et al., 2011). 

 

4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Os dados foram avaliados através da Análise de Variância (ANOVA) e do 

teste de Dunnett, com nível de significância de 5%.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS 

 

5.1.1 TEOR DE β-ECDISONA 

 

 

 Nas condições cromatográficas empregadas, o tempo médio de retenção para 

o padrão de β-ecdisona foi de 1,23 minutos e a área do pico de 4118976,5 mA 

(Figura 3a). Para a amostra do extrato metanólico, o tempo de retenção foi o mesmo 

encontrado para a substância de referência e a área do pico do cromatograma foi de 

365705,5 mA (Figura 3b).  

Sendo assim, uma vez que a pureza do padrão utilizado nesta análise é igual 

a 94% (Sigma Aldrich, Brasil), o teor de β-ecdisona encontrado para o extrato 

metanólico utilizado nestes ensaios foi igual a 1,93%, como demonstrado a seguir: 

 

 

 

 

 

 

Este valor é referente ao teor do metabólito presente no extrato seco. 

Considerando o rendimento do extrato (de acordo com o peso seco de raiz 

utilizado), o teor de β-ecdisona presente na raiz do acesso de P. glomerata utilizado 

é igual a 0,34%.  

Com o teor de β-ecdisona do extrato bruto foi possível calcular a quantidade 

de β-ecdisona nas diferentes concentrações que foram utilizadas nos ensaios de 

citogenotoxidade, como demonstrado a seguir, na Tabela 3.  

As concentrações de 0,15mg/mL de β-ecdisona (correspondente à 

concentração de 8mg/mL  do extrato metanólico) e de 2,40mg/mL (correspondente à 

concentração de 128mg/mL do extrato metanólico) foram escolhidas para a 

condução de um experimento adicional de citogenotoxidade, por representarem o 

Teor =   
365705,5 

4118976,5  
X 

176 
790 

  

X   94% = 1,93%  
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tratamento a partir do qual a maioria dos efeitos significativos foram observados nos 

ensaios de germinação e crescimento radicular (8mg/mL, T1) e a concentração 

próxima a comumente encontrada em produtos comerciais (128mg/mL, T5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Cromatogramas obtidos por HPLC para o padrão de β-ecdisona (a) e para a amostra do 
extrato metanólico de P. glomerata na concentração de 1mg/mL (b). 
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Tabela 3. Concentrações de β-ecdisona encontradas em cada extrato metanólico utilizado nos 
ensaios de citogenotoxidade.   

Tratamento Concentração do extrato Quantidade de β-ecdisona 

(X 1,93%) 

T1 8mg/mL 0,15mg/mL 

T2 16mg/mL 0,30mg/mL 

T3 32mg/mL 0,60mg/mL 

T4 64mg/mL 1,20mg/mL 

T5 128mg/mL 2,40mg/mL 

T6 256mg/ml 4,80mg/mL 

 

5.2 ENSAIOS DE GERMINAÇÃO E CRESCIMENTO RADICULAR PARA 

ESCOLHA DAS CONCENTRAÇÕES TESTADAS  

 

Através da Figura 4 é possível perceber os efeitos do extrato metanólico das 

raízes de P. glomerata. Para as concentrações entre 0,0625 e 4 mg/mL (Figuras não 

mostradas) não foram observados efeitos sobre a germinação e crescimento 

radicular e estas concentrações foram descartadas dos experimentos posteriores. 

Redução no crescimento radicular foi observada somente a partir da concentração 

de 8mg/mL (T1) (Figura 4c), sendo que esta concentração e o tratamento de 

16mg/mL (T2) não interferiram na taxa de germinação. Para o tratamento de 

32mg/mL (T3) (Figura 4d) poucas sementes germinaram em comparação com o 

controle negativo (CN) (Figura 4a). Em média, esta inibição foi de aproximadamente 

60%. Com relação ao crescimento radicular, nesta concentração, as raízes também 

se mostraram acentuadamente menores em relação às raízes do controle negativo 

(Figura 4d em comparação com a Figura 4a). Para todos os tratamentos com 

concentrações iguais ou superiores a 64 mg/mL (T4 até T6) (Figura 4e), foi 

observada completa inibição da germinação.  

O mesmo ensaio de germinação foi realizado com as concentrações de β-

ecdisona correspondentes às encontradas em cada diluição do extrato metanólico 

(Tabela 3). Nenhum efeito sobre a germinação ou crescimento radicular foi 

observado para todas as concentrações testadas (Figura 4f).  



31 

 

 

Figura 4. Ensaios de germinação e crescimento radicular em Allium cepa após exposição ao extrato 
metanólico de P. glomerata. (a) Controle negativo (CN); (b) Controle positivo (CP); (c)  8mg/mL (T1); 
(d) 32 mg/mL (T3); (e) 64 mg/mL (T4) e (f) 2,40 mg/mL de β-ecdisona. As fotos foram tiradas no 5° 
dia de exposição. Barra = 2cm. 

 

 

5.3 ENSAIOS DE CITOGENOTOXIDADE 

 

5.3.1 EXTRATO METANÓLICO 

 

Os resultados obtidos na análise de ciclo celular após exposição ao extrato 

metanólico de P. glomerata são mostrados na Figura 5.  

Tanto em 24h quanto em 48h de exposição, foi observada diminuição do 

índice mitótico, de acordo com o aumento das concentrações do extrato (Figuras 5a 

e 5b). 

Para as análises de 24h de exposição, foi possível observar inibição 

significativa do índice mitótico a partir da concentração de 16mg/mL (T2) (Dunnett, 

p<0,05) (Figura 5a). Neste tratamento, a redução do percentual de células em 

divisão correspondeu a 32,41% em comparação com o controle negativo (CN).  

Já em 48h, foi observada inibição significativa do índice mitótico a partir do 

tratamento T4 (64mg/mL) (Dunnett, p<0,05), sendo esta redução de 35,48% em 

relação ao controle negativo (CN) (Figura 5b). Quando se analisa a maior 
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concentração testada (256 mg/mL,T6), a inibição do índice mitótico foi 

respectivamente de 72,22% e 74,19% para as exposições de 24 e 48h 

(comparando-se com o controle negativo) (Figuras 5a e 5b).    

Em comparação com o controle positivo (CP) em 24h de exposição, os 

tratamentos iguais ou acima de 64mg/mL (T4, T5 e T6) demonstraram índices 

mitóticos iguais ou inferiores. Já para 48h, apenas o tratamento de 256mg/mL (T6) 

apresentou um índice mitótico inferior ao controle positivo (Figuras 5a e 5b).  

Considerando a análise dos índices de fases (profásico, metafásico, anafásico 

e telofásico), observa-se efeito significativo para o índice profásico para a maioria 

dos tratamentos com o extrato metanólico (Dunnett, p<0,05) (Figuras 5c e 5d). Em 

24h de exposição ao extrato, as concentrações acima de 32mg/mL (T3) (incluindo 

esta), aumentaram significativamente o percentual de células em prófase (Dunnett, 

p<0,05) (Figura 5c). O mesmo efeito foi observado para os tratamentos de 128 (T5) 

e 256 (T6) mg/mL após 48h de exposição (Figura 5d). Para todos os tratamentos 

com efeitos significativos para índices profásicos, um aumento médio de 35,57% foi 

observado em comparação ao controle negativo (Figuras 5c e 5d). Tanto em 24h 

quanto em 48h de exposição ao extrato metanólico, os aumentos nos índices 

profásicos são estatisticamente iguais aos aumentos induzidos pelo controle positivo 

(Dunnett, p<0,05) (Figuras 5c e 5d). 

Para a maioria dos tratamentos, os índices metafásicos observados foram 

semelhantes aos encontrados para o controle negativo. No período de exposição de 

24h, apenas o tratamento de 16mg/mL (T2) aumentou significativamente o 

percentual de células em metáfase (Figura 5e). Já em 48h, o mesmo 

comportamento foi registrado após exposição ao tratamento de 32mg/mL (T3) 

(Dunnett, p<0,05) (Figura 5f). Para estes mesmos tratamentos (T2: 16mg/mL e T3: 

32mg/mL) também foram observados aumentos significativos dos índices telofásicos 

(Figuras 5i e 5j), respectivamente após 24 e 48h de exposição, semelhante ao 

descrito anteriormente para os índices metafásicos (Dunnett, p<0,05). Para algumas 

concentrações, foi observada diminuição significativa dos índices.  
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Figura 5. Análise de ciclo celular após exposição ao extrato metanólico de P. glomerata. (a, c, e, g, i) 
respectivamente representam os índices: mitótico, profásico, metafásico, anafásico e telofásico após 
exposição das células meristemáticas de Allium cepa ao extrato metanólico de P. glomerata por 24h; 
(b, d, f, h, j) respectivamente representam os índices: mitótico, profásico, metafásico, anafásico e 
telofásico após exposição das células meristemáticas de Allium cepa ao extrato metanólico de P. 
glomerata por 48h. CN = Controle negativo (água destilada); CP = Controle positivo (MMS 4x10

-4
M); 

T1 = 8 mg/mL; T2 = 16mg/mL; T3 = 32mg/mL; T4 = 64 mg/mL; T5 = 128 mg/mL e T6 = 256 mg/mL. 
As médias seguidas por um (*) são estatisticamente diferentes do controle negativo (Dunnett, 
p<0,05).   

 

24

h 

48

h 
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 Os resultados da análise de indução de alterações celulares e cromossômicas 

pelo extrato metanólico são mostrados na Tabela 4. Quando avalia-se o percentual 

total de alterações celulares/cromossômicas, todos os tratamentos (exceto o 

tratamento de 256mg/mL (T6) após 24h de exposição) induziram um aumento 

significativo em relação ao controle negativo, tanto em 24h quanto em 48h de 

exposição (Dunnett, p<0,05) (Tabela 4). Considerando-se o controle negativo como 

comparação, o tratamento de 128mg/mL (T5), após 24h de exposição, aumentou em 

2,99 vezes o percentual de células portadoras de alterações (Dunnett, p<0,05), 

sendo o percentual de alterações deste tratamento não significativo em relação 

àquele encontrado para o controle positivo (Dunnett, p<0,05) (Tabela 4). Este 

mesmo tratamento (128 mg/mL, T5), também induziu o maior percentual de 

alterações celulares/cromossômicas após exposição por 48h. Nesta condição, este 

percentual foi 7,13 vezes maior do que aquele observado no controle negativo 

(Dunnett, p<0,05) e também significativamente maior do que o percentual de 

alterações induzido pelo controle positivo (1,36x) (Dunnett, p<0,05) (Tabela 4). 

 De modo geral, considerando as alterações individuais, os efeitos 

significativos em relação ao controle negativo foram observados já para o tratamento 

de 8mg/mL (T1) (Tabela 4). Com 24h de exposição, este tratamento induziu um 

aumento significativo no percentual de cromossomos aderentes (2,83 vezes maior 

do que o controle negativo), perda cromossômica (3,27 vezes) e migração tardia 

(5,51 vezes) (Dunnett, p<0,05) (Tabela 4). Já com 48h de exposição, todas as 

alterações (exceto c-metáfase e fragmentos cromossômicos) mostraram percentuais 

signficativamente aumentados em relação ao controle negativo após exposição ao 

tratamento de 8mg/mL (T1) (Dunnett, p<0,05) (Tabela 4). Os maiores percentuais de 

alterações cromossômicas foram observados para as maiores concentrações 

(64mg/mL (T4), 128mg/mL (T5) e 256mg/mL (T6), em um efeito dependente da 

dose. Todos estes percentuais foram observados após 48h de exposição, em um 

efeito dependente do tempo (Tabela 4). 

Em comparação com o controle negativo estes percentuais foram: para 

cromossomos aderentes (aumento de 47,54% após exposição ao tratamento de 

64mg/mL-T4); para c-metáfase (aumento de 15,09% após exposição ao tratamento 

de 256mg/mL-T6); para perda cromossômica (aumento de 9,93% após exposição ao 

tratamento de 128mg/mL-T5); para fragmentos cromossômicos (aumento de 1,57% 



35 

 

após  exposição ao tratamento de 256mg/mL-T6); para ponte (aumento de 15,97% 

após exposição ao tratamento de 128mg/mL-T5); para migração tardia (aumento de 

11,27% após exposição ao tratamento de 128mg/mL-T5); para anáfase multipolar 

(aumento de 6,90% após exposição ao tratamento de 128mg/mL-T5).  
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Tabela 4. Percentual de alterações cromossômicas após exposição ao extrato metanólico de Pfaffia glomerata. 

Tratamentos Percentual 

total de 

alterações 

Cromossomos 

Aderentes 

c-metáfase Perda 

cromossômica 

Fragmentos Ponte Migração 

tardia 

Anáfase 

multipolar  

24h de exposição 

Controle negativo 9,32
b
 8,36

b
 2,31 2,32

b
 0,21 4,12 1,23

b
 2,94

b
 

Controle positivo 28,34
a
 29,55

a
 4,55 6,12

a
 0,68 5,41 10,34

a
 6,76

a
 

8mg/mL (T1) 17,11
ab

 23,68
a
 2,37 7,60

a
 0 6,21 6,78

ab
 4,11 

16mg/mL (T2) 18,78
ab

 26,89
a
 6,72

a
 6,42

a
 0,32 6,33

a
 8,75

a
 3,45

b
 

32mg/mL (T3) 21,34
ab

 36,27
ab

 5,76
a
 5,79

a
 0,28 9,52

ab
 9,87

a
 5,26

a
 

64mg/mL (T4) 19,34
ab

 40,65
ab

 6,25
a
 5,28

a
 0 14,21

a
 9,75

a
 6,23

a
 

128mg/mL (T5) 27,89
a
 32,86

a
 7,51

a
 6,65

a
 0 13,26

a
 10,11

a
 7,80

a
 

256mg/mL (T6) 14,32
b
 31,37

a
 12,75

ab
 7,90

a
 0 7,14

a
 4,56

ab
 2,31

b
 

48h de exposição         

Controle negativo 7,18
b
 12,11

b
 0 2,57

b
 0 3,81 0,96 0 

Controle positivo 37,65
a
 33,67

a
 0 7,50

a
 0 9,09

a
 9,11

a
 9,09

a
 

8mg/mL (T1) 34,12
a
 49,87

ab
 0,62 7,13

a
 0,45 6,66

a
 7,11

a
 2,36

a
 

16mg/mL (T2) 39,23
a
 47,65

ab
 2,10

ab
 7,24

a
 0,27 10,34

a
 7,83

a
 3,45

a
 

32mg/mL (T3) 42,32
ab

 55,79
ab

 2,78
ab

 8,33
a
 0,67 18,38

a
 9,30

a
 0 

64mg/mL (T4) 47,89
ab

 59,65
ab

 2,12
ab

 9,52
ab

 0,60 17,78
a
 11,23

a
 6,67

a
 

128mg/mL (T5) 51,24
ab

 45,66
ab

 7,63
ab

 12,50
ab

 1,25
ab

 19,78
a
 12,23

a
 6,90

a
 

256mg/mL (T6) 32,23
a
 37.74

ab
 15,09

ab
 1,47 1,47

ab
 13,33

a
 6,67

a
 1,34

a
 

         As médias seguidas pelas letras a e b são estatisticamente diferentes dos controles negativo e positivo, respectivamente (Dunnett, p<0,05). 
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 A análise adicional do percentual de micronúcleos também demonstrou 

um efeito citogenotóxico do extrato metanólico de P. glomerata (Figura 6). 

Tanto em 24h, quanto em 48h de exposição, todos os tratamentos 

demonstraram efeitos significativos em aumentar o percentual de micronúcleos 

(Dunnett, p<0,05) (Figura 6).  

 

  

 

 
Figura 6. Percentual de micronúcleos após exposição ao extrato metanólico de P. glomerata. 
(a) após 24h de exposição e (b) após 48h de exposição. CN = Controle negativo (água 
destilada); CP = Controle positivo (MMS 4x10

-4
M); T1 = 8 mg/mL; T2 = 16mg/mL; T3 = 

32mg/mL; T4 = 64 mg/mL; T5 = 128 mg/mL e T6 = 256 mg/mL. As médias seguidas por um (*) 
são estatísticamente diferentes do controle negativo (Dunnett, p<0,05).    

   

 

5.3.2 β-ECDISONA    

 

 

Os resultados obtidos na análise de ciclo celular após exposição às 

concentrações de β-ecdisona são mostrados na Figura 7. Diminuição do índice  

mitótico foi observada somente após 48h de exposição à concentração de 

2,40mg/mL de β-ecdisona (Dunnett, p<0,05) (Figura 7).  

Em comparação com o controle negativo, esta redução foi de 34,37%. 

Entretanto, em relação ao controle positivo, o percentual de células em divisão 

observado para este tratamento (2,40mg/mL de β-ecdisona) foi maior (Figura 

7). De modo geral, os tratamentos com β-ecdisona induziram também um 

aumento significativo nos percentuais de células em metáfase (Figura 7). 

Considerando a maior concentração de β-ecdisona (2,40mg/mL), este 

24h 48h 
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Figura 7 Análise de ciclo celular 
após exposição às concentrações 
de β-ecdisona. (a, b, c, d, e), 
respectivamente representam os 
índices: mitótico, profásico, 
metafásico, anafásico e telofásico 
após exposição das células 
meristemáticas de Allium cepa às 
concentrações de β-ecdisona por 
24h (esquerda) e 48h (direita). CN 
= Controle negativo (água 
destilada); CP = Controle positivo 
(MMS 4x10

-4
M). As médias 

seguidas por um (*) são 
estatisticamente diferentes do 
controle negativo (Dunnett, 
p<0,05).  

percentual foi 1,26x maior do que o do controle negativo após 24h de 

exposição e 1,1x maior após 48h de exposição (Figura 7).   
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Os resultados da análise de indução de alterações celulares e 

cromossômicas após a exposição às concentrações de β-ecdisona são 

mostrados na Tabela 5.  

Tanto em 24h de exposição quanto em 48h, as concentrações de β-

ecdisona avaliadas induziram um aumento signficativo (Dunnett, p<0,05) no 

percentual total de alterações (Tabela 5). Em média, os tratamentos com as 

concentrações de β-ecdisona aumentaram em 3,06 vezes o percentual total de 

alterações em relação ao controle negativo (Tabela 5). Comparando-se com o 

controle positivo, após 48h de exposição o percentual de alterações observado 

no tratamento com 0,15mg/mL de β-ecdisona foi 7,52% maior e 

estatisticamente significativo (Dunnett, p<0,05) (Tabela 5).  

Quando consideradas as alterações individuais, os efeitos significativos 

em relação aos controles negativos foram observados já para o tratamento de 

0,15mg/mL de β-ecdisona (Dunnett, p<0,05) (Tabela 5). Com 24h de 

exposição, este tratamento induziu um aumento significativo no percentual de 

cromossomos aderentes (3,47 vezes maior do que o controle negativo), perda 

cromossômica (2,43 vezes), ponte cromossômica (3,03 vezes), migração tardia 

(30,03 vezes) e anáfase multipolar (15,79 vezes) (Dunnett, p<0,05) (Tabela 5). 

Já com 48h de exposição, estes aumentos foram ainda mais severos: 

cromossomos aderentes (9,00 vezes maior do que o controle negativo), perda 

cromossômica (2,44 vezes), ponte cromossômica (8,64 vezes) e migração 

tardia (31,33 vezes) (Dunnett, p<0,05) (Tabela 5). 
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        Tabela 5. Percentual de alterações cromossômicas após exposição às concentrações de β-ecdisona.  

Tratamentos Percentual total 

de alterações 

Cromossomos 

Aderentes 

c-metáfase Perda 

cromossômica 

Fragmentos Ponte Migração 

tardia 

Anáfase 

multipolar  

24h de exposição 

Controle negativo 7,89
b
 10,31

b
 1,16 1,89

b
 0,21 7,1

b
 0,78

b
 1,19

b
 

Controle positivo 19,78
a
 21,78

a
 1,75 7,10

a
 0,12 23,21

a
 14,67

a
 4.67

a
 

0,15mg/mL 25,22
a
 35,78

ab
 0,78 4,60

ab
 0,17 21,56

a
 23,43

ab
 18,90

ab
 

2,40mg/mL 23,21
a
 31,48

ab
 1,02 4,90

ab
 0,24 19,89

a
 19,67

ab
 21,22

ab
 

48h de exposição         

Controle negativo 5,89
b
 5,50

b
 0,78 3,24

b
 0 2,56

b
 0,89

b
 2,31

b
 

Controle positivo 31,26
a
 42,31

a
 1,65 6,78

a
 0,17 27,89

a
 10,31

a
 3,45

a
 

0,15mg/mL 38,78
ab

 49,54
a
 2,70 7,91

a
 0 22,14

a
 27,89

ab
 18,97

ab
 

2,40mg/mL 29,90
a
 28,78

ab
 1,90 7,14

a
 0,76 8,14

ab
 31,21

ab
 11,34

ab
 

         As médias seguidas pelas letras a e b são estatisticamente diferentes dos controles negativo e positivo, respectivamente (Dunnett, p<0,05). 
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A análise do percentual de micronúcleos também demonstrou efeito 

citogenotóxico das concentrações de β-ecdisona (Figura 8). Ambos os 

tratamentos (0,15 e 2,40mg/mL de β-ecdisona) induziram aumento significativo 

(Dunnett, p<0,05) no percentual de micronúcleos em comparação com o 

controle negativo, tanto após 24h de exposição quanto após 48h de exposição 

(Figura 8). Estes percentuais foram também significativos em relação ao 

controle positivo (Dunnett, p<0,05) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Percentual de micronúcleos após exposição às concentrações de β-ecdisona após 
24h de exposição (esquerda) e 48h de exposição (direita). CN = Controle negativo (água 
destilada); CP = Controle positivo (MMS 4x10

-4
M). As médias seguidas por um (*) são 

estatísticamente diferentes do controle negativo (Dunnett, p<0,05).    
 

 

 

5.3.3 EXTRATO AQUOSO 

 

 

Os resultados obtidos na análise de ciclo celular após exposição ao 

extrato aquoso de P. glomerata são mostrados na Figura 9. Tanto em 24h 

quanto em 72h de exposição, foi observada diminuição do índice mitótico após 

exposição ao extrato aquoso (10g/L) (Figuras 9a e 9b) (Dunnett, p<0,05). 

Entretanto, a análise dos percentuais de fase não revelou diferenças após a 

exposição ao extrato aquoso (Figura 9). Os resultados da análise de indução 

de alterações celulares e cromossômicas são mostrados na Tabela 6.  

48h 24h 
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Quando avalia-se o percentual total de alterações 

celulares/cromossômicas, em ambos os tempos de exposição (24h e 72h), o 

tratamento de 10g/L do extrato aquoso induziu um aumento significativo em 

relação ao controle negativo (Dunnett, p<0,05) (Tabela 6).  

 

 

Figura 9. Análise de ciclo celular 
após exposição ao extrato aquoso de 
P. glomerata. (a, b, c, d, e), 
respectivamente representam os 
índices: mitótico, profásico, 
metafásico, anafásico e telofásico 
após exposição das células 
meristemáticas de Allium cepa ao 
extrato aquoso de P. glomerata por 
24h (esquerda) e 72h (direita). CN = 
Controle negativo (água destilada); 
CP = Controle positivo (MMS 4x10

-

4
M). As médias seguidas por um (*) 

são estatisticamente diferentes do 
controle negativo (Dunnett, p<0,05).    
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         Tabela 6. Percentual de alterações cromossômicas após exposição ao extrato aquoso de P. glomerata. 

Tratamentos Percentual 

total de 

alterações 

Cromossomos 

Aderentes 

c-metáfase Perda 

cromossômica 

Fragmentos Ponte Migração 

tardia 

Anáfase 

multipolar  

24h de exposição 

Controle negativo 8,31
b
 6,75

b
 0,32 1,29

b
 0 6,14

b
 1,33

b
 0,34 

Controle positivo 26,32
a
 34,66

a
 1,33 3,31ª 0,0 28,03

a
 13,42

a
 0,42 

10g/L 29,12
a
 39,34

a
 0,99 5,93ª

b
 0 24,31

a
 24,64

ab
 1,37

ab
 

72h de exposição         

Controle negativo 10,11
b
 6,52

b
 0,50 2,42

b
 0 11,89 5,43

b
 1,13 

Controle positivo 22,35
a
 22,52

a
 0,52 3,35ª 0,34 14,69 27,10

a
 0 

10g/L 31,23
ab

 40,35
ab

 2,80
ab

 5,53
ab

 0 30,65
ab

 20,79
ab

 2,36
ab

 

         As médias seguidas pelas letras a e b são estatisticamente diferentes dos controles negativo e positivo, respectivamente (Dunnett, p<0,05). 
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Quando avalia-se as alterações individuais, os efeitos significativos em 

relação aos controles negativos foram observados para todas as variáveis 

analisadas, exceto para c-metáfase e fragmentos após 24h de exposição e 

fragmentos após 72h de exposição (Dunnett, p<0,05) (Tabela 6). Com 24h de 

exposição, a ocorrência de cromossomos aderentes após exposição ao extrato 

aquoso (10g/L) foi 5,82 vezes maior do que no controle negativo. Também 

foram encontrados aumentos para perda cromossômica (4,59 vezes), pontes 

cromossômicas (3,95 vezes), migração tardia (20,03 vezes) e anáfase 

multipolar (4,02 vezes). Estes mesmos aumentos foram respectivamente de 

6,18, 2,28, 2,57, 3,82 e 0,21 vezes após 72h de exposição ao extrato aquoso 

(Dunnett, p<0,05) (Tabela 6). Em comparação com o controle positivo, os 

percentuais de perda cromossômica, migração tardia e anáfase multipolar após 

24h de exposição foram maiores após o tratamento com o extrato aquoso 

(Dunnett, p<0,05) (Tabela 6). Após 72h de exposição, todas as variáveis 

analisadas, exceto fragmentos, mostraram percentuais maiores após o 

tratamento com o extrato aquoso do que aqueles observados para o controle 

positivo (Dunnett, p<0,05) (Tabela 6).  

A análise do percentual de micronúcleos também demonstrou efeito 

citogenotóxico do extrato aquoso de P. glomerata (Figura 10). Tanto em 24h, 

quanto em 72h de exposição, todos os tratamentos demonstraram efeitos 

significativos em aumentar o percentual de micronúcleos (Dunnett, p<0,05) 

(Figura 10). Em ambos os tempos de exposição, o tratamento com o extrato 

aquoso (10g/L) induziu elevação do percentual de micronúcleos, semelhante 

ao percentual observado para o controle positivo (Dunnett, p<0,05) (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 10. Percentual de micronúcleos após exposição ao extrato aquoso de P. glomerata por 
24h (esquerda) e 72h (direita). CN = Controle negativo (água destilada); CP = Controle Positivo 

24h 72h

h 
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Figura 10 (cont). (MMS 4x10
-4

M) As médias seguidas por um (*) são estatísticamente 
diferentes do controle negativo (Dunnett, p<0,05). 
 

 Imagens representativas das fases normais da divisão celular em Allium 

cepa e das alterações aqui descritas são mostradas nas Figuras 11-14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fases normais do ciclo celular em Allium cepa. (a) Núcleos interfásicos; (b) Prófase 
inicial; (c) Prófase tardia; (d) Metáfase; (e) Anáfase; (f) Telófase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Alterações aneugênicas observadas nas células meristemáticas de Allium cepa. (a) 
Perda cromossômica (não alinhamento cromossômico); (b) Alinhamento tardio; (c) Segregação 
tardia; (d) Anáfase multipolar; (e) Anáfase multipolar com fragmento cromossômico; (f) c-
metáfase.   
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Figura 13. Alterações clastogênicas observadas nas células meristemáticas de Allium cepa. (a) 
Ponte cromossômica em anáfase; (b) Ponte cromossômica em telófase; (c) Ponte 
cromossômica com a presença de fragmentos cromossômicos. 
 
    

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Micronúcleos e buds (brotos) observados nas células meristemáticas de Allium 
cepa. (a) Micronúcleos e a presença de um broto; (b) Vários micronúcleos; (c) Em detalhe, 
observa-se a presença de micronúcleos de diferentes tamanhos.  
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6 DISCUSSÃO 

  

 

Os resultados aqui descritos demonstraram efeitos citogenotóxicos dos 

extratos metanólico e aquoso de Pfaffia glomerata e da substância β-ecdisona 

em células meristemáticas de Allium cepa. Foram observados efeitos sobre a 

dinâmica do ciclo celular, ou seja, interferências sobre os percentuais normais 

de divisão celular e de fases e sobre a organização e funcionamento do fuso 

mitótico e dos cromossomos.  

Tanto após a exposição aos extratos metanólico e aquoso, quanto à β-

ecdisona, reduções significativas nos índices mitóticos foram observadas para 

alguns tratamentos. O Índice Mitótico (IM), caracterizado pelo percentual de 

células em divisão, tem sido usado como um parâmetro para acessar a 

citogenotoxidade de diversas substâncias. Os índices mitóticos 

significativamente menores do que os controles negativos podem indicar uma 

ação sobre o crescimento e desenvolvimento do organismo exposto ao agente 

testado (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Este efeito foi relatado no presente 

trabalho para o extrato metanólico, com concentrações iguais ou superiores a 

16mg/mL (após 24h de exposição), para a concentração de 2,40mg/mL de β-

ecdisona e para o tratamento com o extrato aquoso (10g/L). O mesmo efeito de 

redução no percentual de células em divisão já foi relatado em inúmeros 

trabalhos que avaliaram a citogenotoxidade de plantas, como efeitos dos 

extratos aquosos de raízes de Arctium lappa (FATEMEH e KHOSRO, 2012), de 

folhas de Ocimum gratissimum L. (BOROOAH, 2011) frutos de Sambucus nigra 

(BRATU et al., 2012), do extrato metanólico de Euphorbia hirta (PING et al., 

2012), do extrato em gel de Aloe vera (ILBAS et al., 2012) e da fração do 

extrato acetato de etila de Aglaia odorata (TEERARAK et al., 2012). 

Paralelo à redução do índice mitótico, em alguns casos foi observado um 

aumento significativo do percentual de células em prófase. Kurás et al. (2009) 

relataram este mesmo efeito em células meristemáticas de Allium cepa após o 

tratamento com extrato aquoso da casca de Uncaria tomentosa. Segundo estes 

autores, este efeito pode representar um bloqueio no ponto de checagem entre 

prófase e metáfase, chamado de ponto Chfr, como descrito por Scolnic e 
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Halazonetis (2000). Estes últimos autores, demonstraram este efeito em 

células tratadas com uma susbtância que induz despolimerização dos 

microtúbulos (noctodasol). A observação de diversas alterações relacionadas 

ao mau funcionamento do fuso mitótico nos resultados aqui encontrados pode 

corroborar esta hipótese de bloqueio no ponto de checagem Chfr.  

Alguns dos tratamentos investigados também induziram aumento 

significativo no percentual de células em metáfase e telófase. O bloqueio em 

metáfase e o consequente aumento no percentual de células nesta fase pode 

ser uma consequência de dois processos, ambos relatados nos resultados aqui 

descritos: a indução de cromossomos aderentes e de c-metáfase.  

A indução de cromossomos aderentes foi a alteração mais 

frequentemente encontrada para a maioria dos tratamentos. Os cromossomos 

aderentes são consequência de um efeito tóxico sobre a organização da 

cromatina, mais precisamente sobre a matriz proteinácea da cromatina, sendo 

muitas vezes um efeito irreversível que conduz a morte celular (FISKESJÖ e 

LEVAN, 1993; MARCANO e DEL-CAMPO, 1995; MARCANO et al., 1998; 

FERNANDES et al., 2009). A presença de cromossomos aderentes foi um 

efeito marcante nos resultados aqui encontrados. A predominância de 

aderência cromossômica em comparação com outras alterações, também foi 

relatada por Silva et al. (2011b), em um estudo sobre o efeito citotóxico de 

óleos essenciais de duas espécies de Heterothalamus (Asteraceae). A 

presença de c-metáfase, por sua vez, representa a evidência de um efeito 

sobre a organização do fuso mitótico (RAY et al., 2013). Esta alteração surge 

com a completa inativação do fuso mitótico, com consequente não alinhamento 

dos cromossomos na placa equatorial da célula e progressão do ciclo celular 

(FISKESJÖ, 1985, FISKESJÖ e LEVAN, 1993; RAY et al., 2013). Fernandes et 

al. (2009) levantaram a possibilidade de que estas duas alterações possam ter 

uma relação. Segundo estes autores, a ocorrência de cromossomos 

condensados pode conduzir à formação de aderências cromossômicas ou 

cromatídicas. Diversos trabalhos tem mostrado a ocorrência destes dois tipos 

de alterações após exposição a produtos naturais: em resposta ao extrato 

aquoso do líquen Myelochroa lindmanii em células de Zea mays e Lactuca 

sativa (CAMPOS et al., 2008), ao extrato aquoso de Rosmarinus officinalis em 
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Hordeum vulgare (MIERLICI et al., 2009), ao óleo essencial de Schinus 

terebinthifolius em Lactuca sativa (PAWLOWSKI et al., 2012) e ao extrato 

aquoso de folhas de Clerodendrum viscosum Vent em células de Allium cepa 

(RAY et al., 2013).  

Além das c-metáfases, outras alterações aneugênicas também foram 

encontradas nos resultados aqui relatados, como anáfases multipolares, perda 

de cromossomos, alinhamento tardio e migração (segregração) tardia. As 

alterações aneugênicas resultam das interferências sobre a segregação normal 

dos cromossomos, como aquelas causadas por interferências sobre a função 

normal dos microtúbulos formadores do fuso mitótico, gerando células 

aneuploides e poliploides (LAUGHINGHOUSE, 2012). Kuriyama, (1982) 

observou que alguns agentes aneuploidizantes podem induzir a formação de 

múltiplos Centros Organizadores de Microtúbulos (COMT). Essas estruturas 

celulares replicam-se durante o ciclo celular e são responsáveis pela 

bipolaridade celular durante a segregação dos cromossomos (GHADIMI et al., 

2000; SUMARA et al., 2004). A não formação correta do fuso mitótico, pode 

também induzir a perda de cromossomos que não se ligam ao fuso e, portanto 

não segregam (SHAMINA et al., 2003; GISSELSSON et al., 2004). Algumas 

metáfases observadas nos resutados do presente estudo (dados não 

mostrados) evidenciaram a ocorrência de aneuploidia, o que corrobora a 

ocorrência de perdas cromossômicas. Do mesmo modo, a ocorrência de 

migração tardia dos cromossomos ou o alinhamento tardio evidenciam um 

provável efeito aneugênico dos agentes aqui testados. A migração (segregação 

tardia) dos cromossomos é apontada como um efeito muito mais em 

decorrência de um problema na despolimerização dos microtúbulos, do que na 

polimerização (FERNANDES, et al., 2009). Neste caso, o encurtamento dos 

microtúbulos durante o processo de anáfase é afetado, conduzindo à 

segregação tardia de alguns cromossomos. Este representou um dos principais 

efeitos observados após a exposição aos extratos de Pfaffia e à β-ecdisona. 

Muitos trabalhos tem mostrado efeitos significativos nestes tipos de alterações 

após exposição a produtos de origem vegetal, como em resposta ao extrato 

aquoso de Loranthus micranthus (IWALOKUN, et al., 2011), extrato metanólico 
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de Jasminum officinale (TEERARAK et al., 2010) e ao extrato aquoso de 

Arctium lappa (FATEMEH e KHOSRO, 2012). 

Adicionalmente às alterações aneugênicas, os extratos de Pfaffia 

glomerata e a β-ecdisona também induziram um aumento significativo na 

ocorrência de pontes cromossômicas em anáfase e telófase. As pontes 

cromossômicas podem se formar através da ocorrência de rearranjos 

cromossômicos com a formação de cromossomos dicêntricos, ou através da 

ocorrência de quebras terminais nos cromossomos conduzindo à fusão de 

cromátides (SINGH, 2003). Neste caso, as pontes são classificadas como 

alterações clastogênicas, que são aquelas relacionadas à ocorrência de 

quebras no DNA (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Entretanto, de acordo 

com Marcano et  al. (2004) a aderência da cromatina também pode determinar 

pontes cromossômicas, uma vez que os cromossomos tendem a permanecer  

unidos. Giacomelli (1999) salienta que as pontes formadas por aderência 

podem ser múltiplas e ainda persistir até a fase de telófase. Nos resultados 

desse estudo, pontes em telófase foram encontradas. Sendo assim, as pontes 

cromossômicas também poderiam ocorrer em manifestação ao efeito tóxico 

sobre a cromatina. Deste modo, a distinção entre a ocorrência de pontes por 

um efeito clastogênico ou tóxico não é fácil. A ocorrência de quebras 

cromossômicas representa uma evidência a favor do efeito clastogênico, 

embora esta alteração não tenha sido percebida como um dos principais 

efeitos. Entretanto, muito provavelmente, os dois mecanismos geradores de 

pontes estão presentes nos resultados aqui descritos. Um dos resultados que 

corrobora esta observação é a presença de micronúcleos com diferentes 

tamanhos, como será discutido posteriormente.  

Os micronúcleos são corpúsculos similares ao núcleo principal, 

formados por cromossomos ou partes destes que se encontram dispersos no 

citoplasma (SILVA e NEPOMUCENO, 2010). Surgem como resultado de 

quebras cromossômicas, formando fragmentos acêntricos (efeito clastogênico) 

ou da perda de cromossomos inteiros (efeito aneugênico) que não se ligam ao 

fuso e, assim, não chegam aos pólos da célula durante os processos de mitose 

ou meiose (MENEGUETTI et al., 2011). O fragmento cromossômico acêntrico 

ou o cromossomo inteiro não se integram ao novo núcleo e podem constituir 
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um pequeno núcleo individual, chamado de micronúcleo (FENECH, 1993; 

COSTA e MENK, 2000). A análise do tamanho dos micronúcleos permite inferir 

e distinguir sobre a existência de efeitos clastogênicos e aneugênicos. De 

modo geral a perda de fragmentos cromossômicos conduz à formação de 

micronúcleos menores que a perda de cromossomos inteiros. A relação entre o 

tamanho dos micronúcleos e o núcleo celular permite a distinção destes 

efeitos. Nos resultados aqui descritos, foram econtrados diferentes tamanhos 

de micronúcleos, o que evidencia o provável envolvimento tanto de 

clastogenicidade quanto de aneugenicidade nos efeitos dos extratos de Pfaffia 

glomerata e de β-ecdisona.  

 Uma questão importante a se discutir foi o uso do MMS como controle 

positivo. O MMS é uma das substâncias mais empregadas como controle 

positivo em ensaios de mutagenicidade, por apresentar ação tóxica. É uma 

substância alquilante, comprovadamente mutagênica, que apresenta ação 

direta sobre o DNA (CARVALHO, 2009; MUNHOZ et al., 2012). Sua 

genotoxidade é mediada por modificações de base que enfraquecem ligações 

N-glicosídicas, o que causa a despurinação/despirimidinação do DNA. A 

despurinação /despirimidinação favorece o surgimento de sítios apurínicos e, 

como resultado, AP endonucleases clivam DNA adjacentes aos sítios AP, 

gerando quebras nas moléculas (HORVÁTHOVA et al., 1998; BOITEUX e 

GUILLET, 2004). A substância também pode atuar através da alquilação de 

grupos fosfato do DNA (VOGEL, 1982) e é capaz de induzir alterações 

cromossômicas e a formação de micronúcleos (OLIVEIRA et al. 2011). A 

utilização deste composto como controle positivo nos experimentos permite 

verificar a susceptibilidade do material genético à toxidez e às alterações 

investigadas. Em conjunto com a utilização do controle negativo, pode ainda 

ser utilizado como um parâmetro de comparação da gravidade das alterações 

observadas pelas substâncias de interesse. Para muitas variáveis analisadas 

nos experimentos aqui conduzidos, os percentuais de alterações após 

exposição aos extratos de Pfaffia e à β-ecdisona foram estatisticamente 

superiores aos encontrados para o controle positivo. Isso demonstra um forte 

efeito citogenotóxico dos extratos de Pfaffia. 
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 Apesar do aumento do percentual de alterações com a elevação da dose 

do extrato metanólico, nas maiiores concentrações (128 e 256 mg/mL), foi 

observada diminuição do percentual total de alterações. Esta redução pode ser 

explicada pela diminuição do índice mitótico (número de células em divisão) 

também observada nestas duas concentrações.  

Não existiram grandes diferenças quando compara-se os dois extratos 

(aquoso e metanólico) de Pfaffia utilizados nos ensaios de citogenotoxidade. 

Em ambas as situações os mesmos tipos de efeitos foram observados e as 

mesmas alterações foram relatadas.  

Estudos anteriores mostraram que as raízes de Pfaffia glomerata são 

ricas em terpenoides, saponinas triterpênicas e ecdisteroides, sendo a β-

ecdisona o ecdisteroide de maior importância comercial. A presença de 

saponinas em suas raízes já foi relatada por Vigo et al. (2003, 2004), e o teor 

de β-ecdisona foi anteriormente investigado por Vigo et al. (2002), Festucci-

Buselli (2008), e Serra et al. (2012). A presença destas substâncias nas raízes 

de Pfaffia glomerata é relacionada às diversas atividades biológicas da 

espécie. 

A presença da substância β-ecdisona no extrato metanólico obtido do 

acesso utilizado no presente trabalho foi comprovada por cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC). Os resultados mostraram a presença de 1,93% de β-

ecdisona no extrato metanólico, que corresponde a 0,34% na raiz seca. Estes 

valores são condizentes com valores já citados na literatura para a espécie. De 

acordo com Nishimoto et al. (1987), o teor de β-ecdisona em raízes secas de P. 

glomerata pode variar entre 0,29 e 0,76%. Marques et al. (2004), avaliando 

extrato metanólico obtido em Soxlet, encontraram 1,07% de β-ecdisona nas 

raízes. Os mesmos autores já haviam relatado a presença de 0,96% da 

substância em extrato obtido por turbólise e com uso de solventes orgânicos 

(Marques et al, 2002). Mais recentemente, Serra et al. (2012) relataram a 

presença de 1,63% de B-ecdisona em extrato seco de P. glomerata.  

Na tentativa de correlacionar os dados de citogenotoxidade obtidos com 

a exposição aos extratos, um ensaio de citogenotoxidade foi realizado com a β-

ecdisona comercial. A substância mostrou-se potencialmente citogenotóxica 

para todas as variáveis averiguadas nos experimentos. A escolha da 
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concentração de 2,40mg/mL de β-ecdisona como um dos tratamentos 

investigados baseou-se na observação de alguns produtos comerciais, como 

cápsulas com o pó da raíz de Pfaffia glomerata que descrevem na bula um 

conteúdo de β-ecdisona próximo a esta concentração. Tanto esta 

concentração, como uma concentração 16 vezes menor (0,15mg/ml) 

mostraram-se citogenotóxicas.  

Flores et al. (2009), com o objetivo de padronizar a metodologia de 

extração de ecdisterona de raízes de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata e 

Pfaffia tuberosa), concluíram que o metanol é o solvente mais eficiente para 

extrair este tipo de substância, sendo ainda mais eficiente do que o clorofórmio. 

Dessa forma, acredita-se que o extrato metanólico testado no presente trabalho 

apresente um teor de ecdisteroides mais elevado do que o extrato aquoso. 

Como os resultados de citogenotoxidade foram relatados para ambos os 

extratos, outras substâncias além da β-ecdisona podem estar relacionadas ao 

efeito tóxico aqui discutido. Neste caso, substâncias citogenotóxicas solúveis 

em água podem estar presentes em maiores quantidades no extrato aquoso do 

que no metanólico. 

As saponinas representam outra classe de substâncias potencialmente 

envolvidas na citogenotoxidade dos extratos aqui investigados. As saponinas 

são glicosídeos caracterizados por seu sabor amargo e adstringente e 

apresentam-se em forma de espuma em meio aquoso (GUILLAUME, 1999). De 

acordo com Silva et al. (2012b), causam hemólise em hemácias de mamíferos 

e inibem o crescimento e a atividade de microorganismos presentes no rúmen 

(TAIZ e ZEIGER, 2004; KAMRA, 2005). Além disso, estudos demonstram que 

algumas classes de saponinas causam aborto e morte fetal em ruminantes e 

monogástricos (HANSON et al., 1973). As saponinas derivadas de plantas são 

geralmente associadas a sistemas de defesa contra herbívoros (AUGUSTIN et 

al, 2011) e apresentam também atividade fungicida (LEE et al., 2001; 

MORRISSEY e OSBOURN, 1999; SAHA et al., 2010; SUNG e LEE, 2008a), 

antimicrobiana (AVATO et al., 2006; SUNG e LEE, 2008b), alelopática 

(WALLER et al., 1993), inseticida (SANDERMANN e FUNKE, 1970; SHINODA 

et al., 2002; KUZINA et al., 2009; NIELSEN et al., 2010) e  moluscicida 

(ALADESANMI, 2007; GOPALSAMY et al., 1990; HOSTETTMANN,1980; 
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HUANG et al., 2003). Gauthier et al (2011), em uma revisão acerca de 

atividades farmacológicas de saponinas triterpênicas, enfatizou que esta classe 

de substâncias apresenta diversas propriedades, como citotoxidade, atividade 

anti-tumoral e anti-inflamatória e inibição da atividade da lipase pancreática 

(GAUTHIER et al., 2011). No mesmo ano, Dubois et al. (2011) também 

demonstraram efeito citotóxico de saponinas. Trabalhos similares ao aqui 

realizado para Pfaffia glomerata relataram a presença de saponinas em 

extratos vegetais e as mesmas estão relacionadas com alterações nos índices 

mitóticos (MENDES et al., 2012; THENMOZHI e RAO, 2012; RAY et al., 2013). 

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os extratos de 

Pfaffia glomerata apresentam efeitos citóxicos e genotóxicos, principalmente 

quando administrados em concentrações elevadas. Efeitos similares já foram 

observados para outras espécies medicinais como Malphighia glabra L. 

(DUSMAN et al., 2012), Helicrysum plicatum (EROGLU et al., 2010), Passiflora 

alata (BOEIRA et al., 2010), Crotun caudatus (LEISHANGTHEM e 

THOUNOAJAM, 2011), Linaria genstifolia (LIMAN et al., 2012), Nauclea latifolia 

(LIU et al., 2011) e Jasminun officinale L. (TEERARAK et al., 2010).  

A exposição de organismos vivos, especialmente humanos, a certas 

substâncias, pode levar ao desenvolvimento de mutações (RIBEIRO e 

MARQUES, 2003) e o uso indiscriminado de plantas medicinais pode causar 

efeitos danosos ao organismo e, por isso, deve ser feito de forma cautelosa 

(TEDESCO e LAUGHINGHOUSE IV, 2012). De acordo com Maciel et al. 

(2005), o principal problema do uso plantas medicinais está em sua 

preparação, que muitas vezes não possui certificado de qualidade e os 

metabólitos podem ser misturados a outras substâncias, modificando sua 

pureza. Os extratos de plantas são formados por uma mistura de componentes 

variados que, muitas vezes atuam em diferentes alvos, enquanto os fármacos 

industrializados são geralmente preparados com apenas um princípio ativo e, 

assim, agem em alvos mais específicos (FERREIRA e PINTO, 2010; FIRMO et 

al, 2011).  

É preciso considerar ainda que o efeito antimitótico de P. glomerata 

pode ter outras aplicações. Substâncias capazes de inibir a divisão celular 

podem apresentar vantagens no controle de pragas agrícolas ou no controle da 
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divisão celular descontrolada, característica de células tumorais. Neste 

contexto, um estudo realizado com Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 

(PIRES et al., 2001) mostrou que o extrato aquoso desta espécie foi capaz de 

inibir o índice mitótico e o crescimento radicular de plantas daninhas 

(Desmodium adscendens). A fitotoxidez de leucena foi atribuída a diversos 

aleloquímicos presentes em sua composição (CHOU e KUO, 1986). Devido à 

capacidade de inibir a germinação e o crescimento radicular, a cobertura do 

solo com leucena pode ser empregada como uma estratégia para o controle de 

plantas daninhas (BUDELMAN, 1988). De acordo com Souza Filho et al. 

(1997), a interferência no desenvolvimento radicular é um dos principais 

indicadores para o estudo de extratos com potencial alelopático. Diversos 

estudos também mostram a utilização de espécies vegetais para a produção de 

fármacos na luta contra o câncer, como por exemplo, Catharanthus roseus L. 

(NEWMAN et al., 2000; CHIN et al., 2006), P. peltatum e  P. emodii (NEWMAN 

et al., 2003)  e Camptotheca  acuminata (GUERRA et al., 2005). Assim, 

sugere-se que extratos de P. glomerata podem ser testados com fins 

alelopáticos ou até mesmo como fonte de novos medicamentos para o 

tratamento de tumores.  

Em relação ao uso de P. glomerata com fins terapêuticos, tanto na forma 

de cápsulas quanto de decocto, os resultados aqui encontrados sugerem o uso 

em doses baixas e de forma racional, uma vez que foram encontradas 

alterações cromossômicas e efeito antimitótico nos ensaios de Allium cepa. 

Além disso, fica evidente a necessidade de padronização do uso e produção 

deste fitoterápico, bem como sua regulamentação pela Farmacopeia Brasileira, 

além de futuras investigações que permitam identificar quais os principais 

componentes envolvidos nos processos e/ou alterações descritos no presente 

trabalho. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os ensaios com Allium cepa mostraram ação tóxica e genotóxica tanto 

para o extrato aquoso de P. glomerata quanto para o extrato metanólico. Estes 

efeitos são provavelmente devido à presença de saponinas e ecdisteróides (β-

ecdisona) presentes nas raízes da espécie, não descartando o envolvimento de 

outros agentes genotóxicos. A relação entre as doses dos extratos e a 

intensificação de seus efeitos também foi comprovada pelos ensaios 

realizados. Assim, é preciso determinar a dose ideal para consumo humano, 

sem trazer riscos à saúde. Fica evidente, portanto, a necessidade de 

padronização da produção e comercialização desta espécie com fins 

terapêuticos, observando-se que doses elevadas podem ser prejudiciais ao 

homem. 

Além disso, sugere-se a possibilidade de exploração dos potenciais 

alelopáticos e anti-cancerígenos da espécie, tendo em vista seu efeito 

antimitótico. Para estes propósitos, estudos com outros modelos vegetais e 

animais são necessários e poderão contribuir para o uso adequado e melhor 

aproveitamento de P. glomerata pela população.  

Os resultados obtidos com o presente trabalho servem, portanto, como 

alerta para o uso racional da espécie P. glomerata e indicam a necessidade de 

estudos mais aprofundados acerca de seus efeitos sobre as células.   
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